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Los  receptores  de  adenosina  (AR)  y  los  metabotrópicos  de  glutamato  (mGlu)  están  implicados  en 
multitud de procesos fisiológicos en el organismo. En el Sistema Nervioso Central (SNC) la adenosina, mediante 
su acción neuromoduladora, controla la excitabilidad neuronal, ejerciendo su efecto a través de los receptores 
de  alta  afinidad  A1  y  A2A.  Estos  receptores  interaccionan  con  receptores  de  neurotransmisores,  de 




de  los  AR  y  mGlu  en  procesos  de  neuroprotección/neurodegeneración  en  varios  modelos,  así  como  su 
modulación en algunas enfermedades neurodegenerativas, por lo que su estudio se reviste de especial interés 
hoy día.  En  esta memoria  se han  explorado  los mecanismos de modulación de  estos  receptores  en  células 
neuronales  y  de  glía  expuestas  a  diferentes  estímulos  relacionados  con  procesos  de  neurodegeneración  y 






‐  En  situaciones  nocivas  las  células  estudiadas  responden  aumentando  los  niveles  totales  de 
































Adenosine  Receptors  (AR)  and Metabotropic  Glutamate  Receptors  (mGlu)  are  implicated  in  several 
physiological processes. Adenosine  in Central Nervous System (CNS) plays a neuromodulatory role controlling 
neuronal  excitability  through  high  affinity  receptors  A1  and  A2A.  These  AR  interact  with  other 
neurotransmitters and neuromodulators receptors and with adenosine transport systems. On the other hand, 
Glutamate, the main excitatory neurotransmitter in CNS, is implicated in transmission of nerve impulse and it 
may  cause  excitotoxic  cell  death.  Glutamate  acts  through  its  receptors,  which  include  ionotropic  (ionic 
channels)  and  metabotropic  (GPCR)  glutamate  receptors.  Both  AR  and  mGlu  have  been  implicated  in 
neuroprotection/neurodegeneration  processes  in  several  experimental  models.  These  receptors  are  also 
modulated in some neurodegenerative diseases making them a potential target for new treatment strategies. 
In this report, the modulatory mechanisms that control AR and mGlu expressions is studied in neurons and glia 
exposed  to  different  noxious  stimuli  as  excitotoxicity,  hypoxia,  amyloid  peptide  and  hydrogen  peroxide.  In 
addition,  a  complementary  study  of  AR  modulation  during  ageing  has  been  carried  out  in  senescence‐







































Por  lo  general,  los  sistemas  de  comunicación  se  basan  en  la  existencia  de  receptores  capaces  de 
reconocer  con  una  elevada  afinidad  y  especificidad  una  determinada  señal,  cuya  naturaleza  no  siempre  es 




Los  receptores  son  moléculas  de  elevado  tamaño  de  carácter  proteico  las  cuales  normalmente 
atraviesan  la membrana plasmática,  al menos una  vez,  aunque  se  encuentran  receptores  en otros órganos 
subcelulares  (receptores  intracelulares),  como  es  el  caso  de  los  receptores  de  hormonas  esteroideas  o  los 
receptores  de  IP3  del  retículo.  En  la  presente Memoria  nos  ocuparemos  de  los  receptores  situados  en  la 
membrana plasmática o receptores transmembrana. 
Estos  receptores, al  igual que  las enzimas, poseen sitios estéreo‐selectivos para el  reconocimiento de 
ligandos específicos, de tal forma que el primer mensajero ejerce su efecto sobre la célula diana al unirse a su 
receptor específico formando un complejo  ligando‐receptor. A partir de esta primera unión se desencadenan 
una  serie de procesos  en  la  célula diana que  varían  en  función de  la naturaleza del primer mensajero, del 







los cuales, como consecuencia de  la unión de su  ligando, podrían variar su estado funcional permitiéndose  la 
entrada o la salida de iones, lo que variaría el potencial de membrana. 






















que  se  empleó  fue  la  de  diferenciar  los  receptores  en  función  de  los  agentes  farmacológicos  que  los 
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Todos  los  receptores englobados en esta  superfamilia presentan una arquitectura  común,  su  cadena 





permite que una parte del receptor quede expuesta al  lado externo de  la membrana plasmática,  la cual será 
responsable  de  la  interacción  con  el  ligando, mientras que  otra  parte  se  expone  hacia  el  lado  intracelular, 






amplificación de  la señal. Este método se basa en  la  interacción por parte de cada receptor con proteínas G 




bucles  intracelulares  2  y  3  (para  revisión  ver  Bourne,  1997),  siendo  la  secuencia  de  estas  cavidades 
particularmente importante para el reconocimiento de proteínas G características. 
El  primer  receptor  acoplado  a  proteínas  G  cuya  estructura  cristalina  se  resolvió  fue  el  receptor  de 
rodopsina bovino (Palczewski y col., 2000), desde entonces se ha recopilado abundante información acerca de 








modo  que  diferentes  bases  de  datos  proporcionan  información  que  en  algunos  casos  resulta  confusa, 
redundante o que engloba a grupos de receptores que solapan entre sí. Las clasificaciones realizadas hasta la 
fecha  han  respondido  bien  a  aspectos  biológicos,  farmacológicos  o  computacionales.  La  dificultad  de  su 
clasificación  radica  en  que,  a  pesar  de  que  la  estructura  tridimensional  se  ha mantenido  a  lo  largo  de  la 
evolución,  la  secuencia  primaria  de  estos  receptores  apenas  se  parece  (Milligan,  2006),  lo  que  dificulta 
enormemente una clasificación basada en similitudes de secuencia así como la inclusión de nuevos receptores 







Según  esta  clasificación  la  familia  A  o  “similares  a  rodopsina”  (rhodopsin‐like)  es  la más  abundante, 
agrupando más del 80% de los GPCRs en humanos, en este grupo se encuentran los receptores de adenosina. 
La  familia  B  son  los  “similares  a  secretina”  (secretin‐like)  y  la  C  recibe  el  nombre  por  los  receptores 
metabotrópicos de glutamato, aunque contiene otros receptores como  los de GABA  (ácido  γ‐aminobutírico). 
Las familias A, B, C y F se encuentran en mamíferos, al contrario que las familias D y E, las cuales son bastante 














Ilustración  3:  Aspectos  estructurales más  relevantes  de  las  3 
principales  familias de GPCRs. En  todas  las Figuras  se exponen 
los aminoácidos altamente conservados, aunque la homología de 
secuencia entre  los  receptores de  las distintas  familias es baja. 
Panel A. La familia A está formada por receptores para  ligandos 
de  pequeño  tamaño  por  lo  que  la  región  extracelular  del 
receptor  es  pequeña.  Las  hélices  transmembrana  de  estos 
receptores  se  orientan  de  forma  inclinada  con  respecto  a  la 
membrana plasmática. Panel B.  La  familia B posee un extremo 
N‐terminal  más  largo  con  abundantes  cisteínas  que 
probablemente forman una red de puentes disulfuro. Panel C. La 
familia C presenta grandes regiones C y N‐terminales. La zona de 









como  la  GRAFS,  que  clasifica  los  GPCRs  en  cinco  subfamilias  cuyas  iniciales  dan  lugar  al  nombre  de  la 




Las  proteínas  G  son  una  familia  de  proteínas  heterotriméricas  formadas  por  tres  subunidades 
denominadas α, β y γ, responsables de muchos procesos de transducción de señal y partícipes en multitud de 
procesos de interés tanto fisiológico como fisiopatológico. La característica común de esta familia de proteínas 
es que unen nucleótidos de guanina, en concreto  intercambian GDP por GTP, gracias a  la  interacción con un 
receptor  activado, pasando de un estado  inactivo  a otro  activo, en el que  la  subunidad α, unida a GTP,  se 








que  estas  proteínas  sólo  ejercen  su  actividad  cuando  ellas mismas  están  activadas  y  ese  tiempo,  como  se 
comentará a continuación, es determinado. En el estado inactivo la proteína G presenta una elevada afinidad 




como  el  dímero  βγ  ejercen  sus  efectos  singulares  sobre  sus  correspondientes  dianas.  Sólo  mientras  la 












subunidades  γ  (revisado  por  Milligan  y  Kostenis,  2006).  Dado  que  cada  subunidad  ejerce  una  influencia 
característica  sobre  su(s)  sistema(s) efector(es) y que una proteína G está  formada por  tres  subunidades,  la 
respuesta a una determinada señal podría variar en función del tipo de célula que la reciba y de las proteínas G 
acopladas  a  ese  hipotético  receptor,  lo  que  confiere  al  sistema,  además  de  una  gran  capacidad  de 
amplificación, una gran flexibilidad de respuesta. 
Existen  multitud  de  moléculas  efectoras,  entre  las  que  encontramos  ciclasas,  fosfolipasas, 
fosfodiesterasas o canales iónicos de membrana, por citar algunos. Debido a que los receptores estudiados en 
la presente Memoria, los de adenosina y los metabotrópicos de glutamato, están principalmente acoplados al 
sistema de  la adenilato ciclasa y al de  la  fosfolipasa C  sólo  se describirán estos dos  sistemas en  la presente 
Introducción. No obstante hay que tener en cuenta que se trata de una visión simplificada, ya que estos dos 
ejemplos clásicos de cascadas de señalización  iniciadas por activación de GPCRs no contemplan otras vías de 










Ilustración 4:  El  ciclo de  las proteínas G.  La  activación del 
GPCR  promueve  la  salida  del  GTP  (a)  formándose  un 
complejo ternario  inestable (b). El GPCR activado cataliza  la 
entrada  de  GTP  en  la  subunidad  α  (c),  lo  que  deshace  el 
complejo ternario y promueve la disociación de la proteína G 
en  la  subunidad  α  y  el  dímero  βγ.  En  estas  circunstancias 
ambos son capaces de regular sus sistemas efectores (d). La 
activación  de  la  proteína G  se  termina  por  la  hidrólisis  de 










entre  enzimas,  receptores,  canales  iónicos, histonas,  factores de  transcripción,  etc.  Esta  fosforilación  en un 






segmentos  transmembrana.  Sin  embargo,  cada  una  de  ellas  presenta  unas  características  de  activación 
particulares, lo que unido a su diferente distribución, hacen de éste un sistema heterogéneo. 
Una de  las dianas de PKA es  la proteína de unión al elemento de respuesta a AMPc o CREB (del  inglés 
cAMP responsive element‐binding protein), un factor de transcripción crítico para muchas funciones neuronales 
(revisadas  por  Josselyn  y Nguyen,  2005).  El  factor  CREB  se  activa  por  fosforilación  por  PKA,  dimeriza  y  se 
transloca  al  núcleo  promoviendo  la  transcripción  de  aquellos  genes  que  posean  elementos  CRE  (del  inglés 
cAMP  response  elements)  en  sus  promotores  gracias  a  su  interacción  con  la  proteína  CBP  (del  inglés 
CREB‐binding protein), un co‐activador de la maquinaria de transcripción. Por su parte CREM (del inglés cAMP 






Foulkes  y  Sassone‐Corsi,  1992).  Una  característica  importante  de  estos  factores  es  que  son  un  punto  de 
convergencia entre las rutas AMPc/PKA y las MAP quinasas (revisado por De Cesare y col., 1999). 
Por  otro  lado  se  ha  observado  que  la  subunidad Gαq  activa  la  fosfolipasa  Cβ.  La  activación  de  este 
importante sistema efector embebido en  la membrana plasmática conduce a  la producción de dos segundos 
mensajeros,  el  inositol  trisfosfato  (IP3)  y  el  diacilglicerol  (DAG),  por  conversión  del  fosfolípido 
fosfatidilinositolbisfosfato  (PIP2),  localizado  en  la  cara  interna  de  la  membrana  plasmática.  El  IP3  es  una 
molécula  soluble  en  agua  que  difunde  a  través  del  citosol,  donde  puede  reaccionar  con  receptores  en  el 
retículo endoplásmico, desde el que  se produce  la  liberación de  calcio, el  cual  tiene múltiples efectos en  la 
bioquímica  celular.  Por  otro  lado,  el  DAG  es  hidrófobo  y  permanece  en  la membrana  plasmática,  donde 
reacciona  con  la  proteína  quinasa  dependiente  de  calcio  (PKC),  la  cual  también  se  encuentra  anclada  a  la 
membrana plasmática, cuando  la concentración de calcio citosólico ha aumentado  (como consecuencia de  la 
liberación  de  calcio  del  retículo  antes  mencionada).  De  este  modo,  la  PKC  está  capacitada  para  activar 











proteínas  Gs  estimulan  la  formación  de  AMPc.  Panel  C.  Otros 
receptores están acoplados a proteínas Gq lo que activa la PLCβ, 












Está  establecido  que  la mayoría  de  los GPCRs  se  regulan  por  fosforilación. Desde un punto  de  vista 
clásico, el fenómeno de la regulación de los GPCRs se ha asociado con los procesos de desensibilización como 




protege  frente a  la  sobre‐estimulación aguda y crónica, aunque el concepto de exposición aguda a agonista 








receptor  kinase).  Sin  embargo,  la  fosforilación  del  GPCR  producida  por  estas  quinasas  no  era  condición 
suficiente para que se produjera la desensibilización (Pitcher y col., 1992), sino que esta fosforilación promueve 
la unión de unas proteínas denominadas β‐arrestinas (Loshe y col., 1990) que desacoplan los receptores de las 
proteínas G  iniciando así  la desensibilización de  la respuesta. Estas proteínas, al funcionar como adaptadores 
moleculares, marcan al receptor al que se han unido para que sufra un proceso de endocitosis por vesículas de 
clatrina. Una vez internalizados, la mayoría de los GPCR son desfosforilados en compartimentos endosomales y 
bien  son  reciclados  de  nuevo  a  la membrana  plasmática,  se  envían  a  lisosomas  para  su  degradación  o,  en 








un  agonista  selectivo  sobre  él  mismo.  Por  otro  lado,  la  desensibilización  heteróloga  implica  la  pérdida 
simultánea de  respuesta  a  agonista de un GPCR  como  sonsecuencia de  la  activación  crónica de otro GPCR 
distinto. Una vez que la exposición a agonista se ha restringido, la respuesta del GPCR puede, en la mayoría de 







Ilustración 6: Modelo clásico de  internalización de  los GPCR. Debido a  la unión crónica del agonista  (A) el GPCR es  susceptible de  ser 
fosforilado por una GRK en  residuos del  tercer giro  intracelular y del  carboxilo  terminal,  reclutando así a  las  β‐arrestinas  (βARR). Estas 
proteínas reclutan a la clatrina, que conducirá el proceso de endocitosis (Modificado de Pierce y Lefkowitz, 2001). 
 
Por  otro  lado,  los  procesos  de  fosforilación  de  los  GPCR  no  sólo  están  relacionados  con  la 
desensibilización de un determinado receptor con el fin de proteger el sistema de una sobre‐estimulación, sino 
que, además, las β‐arrestinas unidas al receptor funcionan a modo de adaptadores moleculares. De este modo, 
la  unión  de  esta  familia  de  proteínas  al  receptor  fosforilado  inicia  otros  procesos  de  señalización  celular 
diferentes a los característicos del receptor al que se han unido (revisado por DeWire y col., 2007), como por 
ejemplo,  la  activación  de  la  vía  de  señalización  de  las  quinasas  activadas  por mitógenos  (MAP,  del  inglés 
mitogen‐activated  protein  kinases). De  forma  adicional,  el  fenómeno  de  dimerización  que  sufren  los GPCR 
añade otro nivel de complejidad a estos procesos (revisado por Terrillon y Bouvier, 2004). Estos motivos hacen 
que  la visión clásica de  la regulación de  los GPCR tenga que ser actualizada con regularidad. Además, existen 
evidencias de que  los mecanismos  estudiados para un  tipo de  receptor no puedan  ser  aplicables de modo 




a  sus  receptores  diana  en  distintos  lugares  y  con  diferentes  cinéticas.  Todo  ello  tiene  unas  consecuencias 
comunes, como la desensibilización del receptor, pero también unas características únicas que dependen de las 
particularidades de cada tejido y que dan lugar a un amplio abanico de modelos de señalización, lo que añade a 












La  acción  excitadora  del  glutamato  en  cerebro  y médula  espinal  de mamíferos  se  conocía  desde  la 
década de  los 50 del siglo pasado  (Hayashi, 1952), sin embargo no  fue hasta el  final de  la década de  los 70 
cuando  se  reconoció  abiertamente  que  el  glutamato  era  el  principal  neurotransmisor  excitador  del  SNC, 
desempeñando, por tanto, una amplia variedad de funciones dentro de dicho sistema. En un principio se creía 
que la función del glutamato estaba ligada sólo a su acción sobre canales iónicos de membrana activados por 





Los  receptores  ionotrópicos  de  glutamato  son  canales  iónicos  situados  preferentemente  a  nivel 
postsináptico, aunque su permeabilidad a Na+ y Ca2+ varía en función de  la composición multimérica de cada 
receptor.  Existen  tres  familias  de  estos  receptores,  denominadas  así  por  sus  tres  principales  agonistas: 





una vez activados por su  ligando, estos canales se abren formando un poro que permite el flujo de  los  iones 
seleccionados a través de un gradiente electroquímico, produciéndose cambios en el potencial de membrana 




















I  y  III  existen  variantes  de  splicing,  denominadas  según  el  alfabeto  romano  por  orden  de  secuenciación, 
observándose que la mayoría de los aminoácidos cambiados se encuentran en las regiones carboxilo terminal, 
lo que podría ser  importante a  la hora de  localizar estos receptores en distintas regiones celulares  (Boudin y 
col.,  2000),  siendo  estas  pequeñas  variaciones  suficientes  para  otorgarles  a  los  receptores  resultantes 
funciones  fisiológicas  diferentes  (Mion  y  col.,  2001). A modo  de  resumen  se muestra  la  Tabla  1,  donde  se 
engloban  las principales  características de  estos  receptores  (revisado por Pin  y Duvoisin, 1995; Conn  y Pin, 
1997). 
El grupo  I  incluye  los  subtipos 1 y 5. En cada  sistema de expresión estudiado, así  como en  todos  los 
sistemas in vivo, los mGlu del tipo I estimulan la fosfolipasa de tipo C a través de una proteína Gq/11 (Sladeczek y 
col.,  1985)  y,  por  tanto,  la  hidrólisis  de  fosfoinosítidos,  dando  lugar  a  los  segundos  mensajeros  IP3  y 
diacilglicerol.  Existen  al  menos  dos  tipos  de  canales  de  calcio  que  regulan  su  liberación  de  reservorios 
intracelulares: canales sensibles a  IP3  (Thorn y col., 1993) y canales sensibles a rianodina, ambos situados en 
retículo  endoplásmico.  El  IP3  interacciona  con  su  receptor  abriéndolo  y  es  usado  en muchas  células  como 




conocido  como  liberación de  calcio  inducida por  calcio  (calcium‐induced  calcium  release,  Fabiato  y  Fabiato, 
1977).  Por  otro  lado,  la  producción  de  DAG  y/o  la  liberación  de  calcio  son  capaces  de  activar  diferentes 
isoformas  de  la  PKC  (revisadas  en Webb  y  col.,  2000)  las  cuales  fosforilarán  a  sus  sustratos  específicos, 
provocando en última estancia la regulación de la expresión génica (Ilustración 8). 
 











































Tabla  1:  Resumen  de  las  rutas  de  transducción  principales  y  farmacología  de  los mGluRs.  Adaptado  de Hermans  y  Challiss,  2001  y 
Nicoletti y col., 2007. 
 






sugieren  que  es  producida  por  un  receptor mGlu  aún  por  caracterizar  (Albani‐Torregrossa  y  col.,  1999),  la 
activación  de  la  fosfolipasa  A2  en  neuronas  estriatales,  al  ser  estimulados  junto  con  los  receptores NMDA 












Ilustración  8:  Activación  de  los  receptores  mGlu  del 
grupo  I.  La  unión  del  agonista  sobre  los  receptores 
mGlu1 o mGlu5 produce  la activación de  la enzima PLC, 
lo  que  conduce  a  la  formación  de  IP3  y  DAG.  El  IP3 
difunde hacia el interior celular activando sus receptores 


























La  capacidad  de  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  para  interaccionar  con  sistemas  de 
segundos mensajeros,  así  como  su  capacidad  de  iniciar  rutas  de  señalización  de  forma  independiente  de 
proteínas  G,  hacen  de  este  un  sistema  versátil  a  la  hora  de  activar  diferentes  vías  de  señalización.  Los 
receptores metabotrópicos  de  glutamato  activan  una  de  las  vías mejor  caracterizadas  en  los  procesos  de 
regulación, la vía de las MAP quinasas, regulando de esta manera la expresión génica (revisado por Wang y col., 
2007). Cada grupo de receptores activa esta vía mediante distintos mecanismos y a distintos niveles, que varían 
en  función  del  sistema  estudiado  pero  que,  en  general,  están  relacionados  con  la  trans‐activación  de 
receptores  con  actividad  tirosina  quinasa  (Peavy  y  col.,  2001),  con  la  interacción  directa  de  los  receptores 
metabotrópicos con  la  familia de proteínas adaptadoras Homer  (revisado por Thomas, 2002),  la señalización 
independiente de proteínas G por interacción con la familia Src (Heuss y col., 1999) o bien con la activación de 
ERK  a  través  de  subunidades  βγ  ligadas  a  receptores  de  los  grupos  II  y  III,  que  ligan  las  proteínas 
heterotriméricas con  la vía de Ras  (Crespo y col., 1994). En  la actualidad está descrita  la activación de otras 
rutas de señalización por parte de estos receptores como pueden ser la ruta de JNK y la de la p38, aunque no 














Ilustración 9: Cascadas de señalización  inducidas por  la activación de  los receptores mGlu. Existen varias rutas que  ligan  los receptores 


















A  pesar  de  que  el  papel  de  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  se  ha  restringido 






como  osteoclastos,  osteoblastos,  hepatocitos,  células  pancreáticas,  células  del  sistema  inmune  y  en  tejidos 
como  la  piel  o  el  corazón  (Shin  y  col.,  2008;  revisado  por  Skerry  y  Genever,  2001).  Por  otro  lado,  se  ha 
relacionado  estos  receptores  con  el  control  del  crecimiento  de  tumores,  no  sólo  circunscritos  al  SNC,  sino 





sustitución de  tejidos dañados. Por  todos estos antecedentes, y  los que se expondrán a continuación, se ha 
considerado históricamente a los receptores metabotrópicos de glutamato buenas dianas farmacológicas para 
abordar enfermedades neurológicas y psiquiátricas. En  la actualidad, además se cree que pueden ser buenas 
dianas  para  el  tratamiento  de  enfermedades  variadas  como  esquizofrenia,  ansiedad,  depresión,  Parkinson, 
dolor crónico, drogodependencias, migrañas, etc (Nicoletti y col., 2008).  
En el SNC el glutamato es  liberado en  los terminales sinápticos y actúa a nivel postsináptico sobre  los 
receptores ionotrópicos mediando transmisiones sinápticas rápidas. Sin embargo, el glutamato también puede 












también  se  han  descrito  en  corteza,  donde,  al  igual  que  en  la médula,  facilitan  la  liberación  de  glutamato 
(Musante y col., 2008). 
Los  estudios  de  ratones  KO  (del  inglés,  knock‐out)  para  el  gen  codificante  para  el  receptor mGlu1 












Los  receptores  de  estos  grupos  se  sitúan  principalmente  a  nivel  presináptico,  donde  controlan  la 
liberación de glutamato  (revisado por Cartmell y Schoepp, 2000). La situación en el  terminal presináptico de 
estos  receptores  y  la  capacidad  para  inhibir  la  liberación  de  glutamato  tras  su  activación,  hacen  que  se 
consideren auto‐receptores. En sentido estricto, los auto‐receptores se activan por el glutamato que el mismo 
terminal nervioso está  liberando,  lo que produce una disminución en  la  liberación del mismo. No obstante, 
estos receptores pueden encontrarse también en sinapsis GABAérgicas vecinas, donde modulan  la  liberación 
de GABA, un neurotransmisor de carácter inhibidor (Chen y Bonham, 2005; Ren y col., 2007), regulando así la 
excitabilidad neuronal en el SNC  (revisado por Schoepp, 2001). La  Ilustración 10 esquematiza  los  fenómenos 
aquí descritos. 
Por otro lado, existen evidencias de la presencia de estos receptores a nivel perisináptico (Shigemoto y 







ratones  permitió  descubrir  las  funciones  opuestas  que  estos  receptores  desempeñan  en  procesos  de 















Ilustración 10: Modos de activación de  los receptores mGlu de  los grupos  II/III presinápticos. Los receptores  localizados en terminales 
cercanos  a  los  sitios  de  liberación  de  glutamato  pueden  actuar  como  auto‐receptores  y modular  la  transmisión  sináptica  (1). Dada  la 




El estudio  realizado en  ratones KO para el  receptor mGlu7 propone a estos  receptores como posibles 







por  la  neurona  que  los  libera,  que  se  almacenan  en  vesículas  o  que  se  requiere  estimulación  a  nivel 
presináptico para su liberación. Ya que la adenosina no se ajusta a estos requerimientos y, por tanto, no puede 




nerviosa  (Ribeiro,  1979),  una  sustancia  que  modula  el  acceso  al  espacio  extracelular  tanto  de 
neurotransmisores  como  de  otras  sustancias  y metabolitos  ejerciendo  importantes  funciones  tanto  dentro 
como  fuera  del  SNC.  En  este  sentido  se  dice  que  la  adenosina  ha  sido  diseñada  para  controlar  el  flujo  de 
información entre neuronas más que para transferir directamente información entre neuronas, como hacen los 
neurotransmisores  (revisado  por  Cunha,  2005).  Por  otro  lado,  tanto  la  adenosina  como  sus  derivados  son 
constituyentes esenciales de toda célula viva, ya que son constituyentes de metabolitos tan importantes como 
el ATP, de  segundos mensajeros  como  el AMPc, de  cofactores  como  el NADH  y  además  forma parte de  la 
estructura de los ácidos nucleicos. 
Bajo condiciones fisiológicas normales, la adenosina actúa como agente promotor del sueño regulando 
el  ciclo  sueño‐vigilia.  De  este  modo,  se  ha  comprobado  que  durante  períodos  de  vigilia  prolongados  la 
adenosina se acumula mientras que durante el sueño los niveles se reducen (Benington y col., 1995). Además, 
la  adenosina participa  en multitud de procesos  fisiológicos  en  condiciones basales,  como  se describirá más 
adelante,  encontrándose  tanto  intra  como  extra‐celularmente.  La  concentración  de  adenosina  en  ambos 
compartimentos  se  debe  tanto  a  los  enzimas  que  controlan  su  síntesis  y  degradación  como  a  los 
transportadores  de  membrana.  La  concentración  de  adenosina  intracelular  se  considera  entre  10‐50  nM 




nutrientes que  le permitan realizar dicho gasto, se observa un  incremento de  la concentración de adenosina 
como  consecuencia del metabolismo del ATP. En este  sentido, una actividad neuronal alta,  como ocurre de 
forma  particular  en  los  procesos  de  hipoxia  o  isquemia,  conlleva  un  incremento  en  los  niveles  de  este 
nucleósido (revisado por Newby, 1991). 
En general  se  le atribuyen dos papeles principales a  la adenosina  (Cunha  y  col., 2001a), por un  lado 
actúa  como modulador  homeostático,  señalizando  situaciones  de  estrés metabólico,  y  por  otro,  de mayor 
importancia en SNC, controla la liberación de neurotransmisores y con ello la excitabilidad neuronal (revisado 
por Cunha, 2008). La  formación de adenosina en el medio extracelular puede producirse principalmente por 
dos mecanismos, bien  siendo  liberada por  transportadores, de  tipo equilibrativo, desde el  interior  celular o 
bien  a  partir  de  nucleótidos  de  adenina  extracelulares,  principalmente  ATP,  por  acción  de  las 
ectonucleotidasas. La adenosina intracelular puede ser formada por la acción de varias enzimas en condiciones 
de estrés celular, principalmente, tras una serie de pasos, por hidrólisis de ATP (revisado por Fredholm y col., 
2005b).  Todos  estos  procesos  están  altamente  regulados  por  el  balance  energético  del  tejido  en  cuestión 










las  5’‐nucleotidasas  citosólicas  tipo  I  (2)  o  extracelulares 
(ecto  5’‐nucleotidasas,  8),  puede  ser  fosforilada  por  la 
adenosina  quinasa  (1)  o  transformarse  por  la  adenosina 
desaminasa  (5).  Su  transporte  está  regulado  por  los 
transportadores  equilibrativos  o  concentrativos  (7).  Otras 
enzimas relacionadas con el metabolismo de las purinas son 
la AMP desaminasa (3), 5’‐nucleotidasa de tipo II (4), purina 












que  la  acumulación  de  AMPc  mediada  por  adenosina  en  cerebro  era  antagonizada  en  presencia  de 




Posteriormente,  gracias  a  técnicas  de  biología  molecular  y  farmacológicas,  han  sido  definidos  y 
caracterizados cuatro clases de receptores de adenosina, todos ellos acoplados a proteínas G, incluidos dentro 
de  la  familia  A  de GPCR.  Los  receptores  del  tipo  2  se  subdividieron  en  receptores  de  alta  afinidad,  A2A,  y 
receptores de baja afinidad, A2B (Burns y col., 1986). En 1992 se clonó y caracterizó el último de los receptores 


















mucho  menos  estudiados  y,  por  tanto,  comprendidos  que  los  receptores  A1  y  A2A.  La  capacidad  de  los 








hay autores que cuestionan esta clasificación ya que,  todos  los  receptores de adenosina han demostrado su 






las proteínas G heterotriméricas. Así, el  receptor A1 media  la  inhibición de  la adenilato ciclasa,  inhibe varios 
canales de potasio (Li y Henry, 1992), inhibe canales de calcio de tipo N, P y Q, activa la fosfolipasa Cβ y activa 
la vía de  las MAP quinasas a  través de ERK1/2, vía subunidades βγ  (Dickenson y col., 1998). No obstante, el 
principal efecto fisiológico mediado por este receptor, la inhibición pre‐sináptica de la liberación de glutamato, 
parece no estar relacionado con la capacidad de este receptor de modular los niveles de AMPc sino más bien 
con  la  inhibición de  la entrada de  calcio  (Cunha, 2001). Por otro  lado,  la  inhibición de  la actividad neuronal 
mediada por el  receptor A1  tiene un componente adicional a nivel postsináptico, donde  la activación de  los 













de  ambos  parece  ser  opuesta  en  lo  que  al  control  de  la  liberación  de  neurotransmisores  se  refiere.  En 
particular,  en  sinapsis  glutamatérgicas  se  ha  observado  que  estos  receptores  colocalizan  en  el  hipocampo 
(Rebola y col., 2005b) y existe una relación funcional entre los mismos con efectos opuestos sobre la liberación 
de glutamato (Lopes y col., 1999b). Por otro lado, dado el hecho de que la afinidad de ambos receptores por la 
adenosina  sea  similar,  encontrándose  en  el  rango del nanomolar bajo,  es posible  asumir que deben  existir 
diferentes mecanismos por los que se genere adenosina en un tejido que permitan activar un receptor u otro, 
ya que ambos presentan acciones opuestas sobre liberación de neurotransmisores (revisado en Cunha, 2005). 
Además de  los  efectos descritos  sobre  el  control de  la  actividad neuronal,  la  adenosina  ejerce otros 









neurona‐glía  mediada  por  los 
receptores  A1  y  A2A.  Todos  los 
tipos  y  compartimentos  celulares 
están dotados de  receptores A1  y 
A2A  en  diferentes  proporciones, 
indicadas  por  el  tamaño  relativo 
de  los  círculos,  que  desempeñan 
distintos papeles en función de su 
localización,  como  se  ha 
comentado  en  el  texto. 
Abreviaturas:  IK,  conductancia 
para potasio; GLT‐1, transportador 
de  glutamato;  VSCC,  canales  de 
calcio  sensibles  a  voltaje  (del 
inglés,  Voltage  Sensitive  Calcium 






No  obstante,  estos  procesos  pueden  complicarse  todavía  más  ya  que  la  idea  tradicional  de  los 
receptores  como  entes  aislados  y  funcionando  como  sistemas  de  señalización  independientes  no  se 
corresponde  con  los  hallazgos  realizados  en  el  campo  de  la  biología  molecular,  en  los  que  ha  quedado 
demostrado  que  los  receptores  de  adenosina  pueden  funcionar  como  homo  (Ciruela  y  col.,  1997)  o 
hetero‐dímeros, bien junto con otros receptores purinérgicos (Yoshioka y col., 2002) o bien junto a receptores 
de otras familias, como los metabotrópicos de glutamato (Ciruela y col., 2001; Nishi y col., 2003), lo que amplía 


















proporcionara un  fenotipo bastante diferente del  salvaje. En este  sentido,  se ha observado que  los  ratones 
deficientes para el  receptor A1  (Johansson  y  col., 2001; Giménez‐Llort  y  col., 2002) presentan una marcada 
ansiedad, un comportamiento agresivo y  la respuesta a hipoxia está sustancialmente alterada, reduciendo  la 
viabilidad de  los mismos ante estos procesos. Por otro  lado, estos ratones son normales en  la mayoría de  los 
aspectos  (viabilidad,  fertilidad,  peso,  temperatura,  reflejos motores, memoria).  El  estudio  de  estos  ratones 




con otras  condiciones patológicas o  con  el desarrollo de  analgésicos.  En  el  caso particular de  la hipoxia  se 





salvajes  eran más  sensibles  a  la  ausencia  de  oxígeno  que  los  KO  (Turner  y  col.,  2004). No  obstante,  estos 
ratones presentan una vida media más corta, debida quizá a disfunciones cardiovasculares, renales o hepáticas, 
donde los receptores A1 desempeñan un papel importante. 
Los  ratones KO para el A2A  se  consiguieron en 1997 por el mismo  laboratorio que  clonó primero  los 
receptores de adenosina (Ledent y col., 1997), aunque otros animales se construyeron posteriormente (Chen y 
col.,  1999).  Su  estudio  demuestra  que  estos  animales  presentan  una presión  sanguínea  elevada  y mayores 
niveles de agregación plaquetaria, aunque son viables y se alimentan con normalidad. Por otro lado los A2A son 
también  importantes para  los efectos estimulantes de  la  cafeína a nivel motor, observándose que en estos 
animales el efecto de  la cafeína era más bien el contrario, una depresión de  la actividad motora (Yang y col., 
2009).  Por  otro  lado,  los machos  deficientes  en  este  receptor  presentaban  un  carácter más  agresivo  que 
pudiera estar relacionado con la ansiedad e irritabilidad descrita en humanos por consumo crónico de cafeína 
(Fredholm y col., 1999). Al  igual que  los KO para  los receptores A1,  los ratones deficientes en A2A soportaban 














donde  parece  desempeñar  funciones  más  importantes  que  en  SNC,  como  son  la  protección  frente  a  la 
inflamación y la excesiva adhesión celular (Xu y col., 2008). 
Ratones KO para el receptor A3 presentan una disminución en  la permeabilidad vascular  (Tilley y col., 
2000)  y una mayor  respuesta al  tratamiento  con adenosina en  corazón  y aorta  (Zhao  y  col., 2000), aunque 



























































del  descubrimiento  reciente  de  que  las  células madre  neuronales  pueden  proliferar  en  el  cerebro  adulto 
(revisado en Abrous y col., 2005), se ha aceptado como dogma que la mayoría de neuronas del SNC perduran 
durante  toda  la  vida  del  organismo.  No  obstante,  las  neuronas  no  son  invulnerables  y  durante  el  propio 
desarrollo  embrionario,  el  sistema  nervioso  se  remodela  eliminando  el  exceso  de  neuronas  asegurando  un 





se  clasificaron  los  tipos  de  muerte  celular  en  tres  categorías  basadas  en  diferencias  morfológicas  y 
estructurales:  apoptosis  (Kerr  y  col.,  1972;  revisado  por  Danial  y  Korsmeyer,  2004),  autofagia  y  necrosis 














Ilustración  13:  Rutas  descritas  de 
supervivencia y muerte celular. Un ejemplo de 
activación  de  rutas  de  supervivencia  es  el 
descrito para  la  activación de  receptores para 
factores  neurotróficos  (NTF),  en  las  cuales  se 
activan  cascadas de  señalización  y  factores de 
transcripción  que  incrementan  la  producción 
de  proteínas  implicadas  en  supervivencia  o 
anti‐apoptóticas  (BCL‐2,  BCL‐XL,  etc).  Las  rutas 
de  muerte  celular  pueden  activarse  por  la 
liberación masiva de glutamato. En este caso, la 
sobreactivación  de  receptores  produce  la 
entrada masiva de calcio, que puede  inducir  la 
activación de proteínas pro‐apoptóticas,  como 
PAR‐4,  BAD,  BAX  y  p53,  las  cuales  acaban 
liberando  citocromo  c  quedando  activada  la 












Lucas y Newhouse encontraron que al  inyectar  L‐glutamato en  ratones en desarrollo  se destruían  las  capas 
neurales  internas de  la retina  (Lucas y Newhouse, 1957). Seguidamente fue Jonh Olney el que confirmó esta 
retinotoxicidad y, tras el estudio del proceso a nivel celular, acuñó el término excitotoxicidad para dar nombre 
a  la  neurodegeneración  producida  por  aminoácidos  excitadores  (Olney,  1969).  Ya  se  ha  comentado  que  el 
glutamato ejerce sus efectos a través de los receptores de glutamato, por tanto, su liberación masiva produce 
la  estimulación  rápida  de  los  receptores  ionotrópicos  de  glutamato  postsinápticos,  permitiendo  el  flujo 
descontrolado de iones Na+ y Ca2+ al interior celular (revisado en Coyle y Puttfarcken, 1993). En general, se ha 







receptores  ionotrópicos  no  ha  proporcionado  resultados  satisfactorios  (Muir  y  Lees,  1995),  a  pesar  de  los 
buenos resultados obtenidos en modelos experimentales. 
En  cualquier  caso, un mediador  clave de  este proceso  de muerte  celular  es  el  ión  Ca2+,  el  cual  está 
implicado en multitud de procesos celulares como crecimiento celular, diferenciación y actividad sináptica. Se 
encuentra  regulado,  tanto espacial como  temporalmente, por complejas  relaciones entre  su entrada,  salida, 
almacenamiento  y  tamponamiento.  Es  esta  regulación  tan  compleja  la  que  permite  que  puedan  darse 
diferentes procesos mediados por calcio en una misma célula. Debido a esta gran complejidad del sistema de 






Ilustración  14:  Sucesos  generales  que  ocurren  en  la 
muerte  por  excitotoxicidad.  Tras  un  estímulo 
desconocido  se  produce  la  liberación  masiva  de 
glutamato a  la hendidura  sináptica. El glutamato actua 
sobre  los  receptores  ionotrópicos  produciendo  la 
entrada  masiva  de  calcio,  el  cual  produce  múltiples 
efectos como disfunción mitocondrial, déficit energético 
y  generación de  especies  reactivas de oxígeno  (ROS)  y 
nitrógeno  (RNS).  Al  final  de  estos  procesos  se 
encuentran el daño celular por peroxidacón  lipídica, en 
proteínas celulares y a nivel de ADN, pudiéndose activar 








Por otro  lado, existen evidencias  considerables  sobre el papel de  la excitotoxicidad en diversidad de 
trastornos neurodegenerativos agudos como el  infarto cerebral,  la epilepsia,  lesiones de  la médula espinal e 
hipoglucemia  (revisado  por  Choi,  1988),  así  como  en  enfermedades  neurodegenerativas  como  Alzheimer, 





































las  prolil  hidroxilasas  (PHD),  que  inducen  la  unión  de  la  proteína  supresora  de  tumores  von  Hippel‐Lindau  (VHL)  y  su  degradación 
proteosomal, y  los  factores  inhibidores de HIF  (FIH), que  impiden  la unión del cofactor p300  requerido para  la  transcripción de algunos 







entre  la  principal  familia  de  factores  de  transcripción  que  controla  los  efectos  de  la  hipoxia  sobre  el 
transcriptoma  y  procesos  relacionados  con  la  oncología.  Por  un  lado,  se  ha  descrito  la  interacción  de  los 
factores HIF con oncogenes, como  la familia MYC. Esta  interacción permite, bajo condiciones fisiológicas, una 
adecuación  del  ciclo  celular  frente  a  una  situación  de  baja  disponibilidad  de  oxígeno,  sin  embargo,  en 
condiciones  tumorales,  esta  interacción  confiere  a  las  células  tumorales  ventajas metabólicas  frente  a  las 
células no  transformadas  (revisado por Dang y  col., 2008). Por otro  lado,  se ha  relacionado  los  factores HIF 





La  enfermedad  de  Alzheimer  se  define  como  una  enfermedad  degenerativa  progresiva  del  cerebro 
caracterizada por  la desorientación y  la pérdida de memoria, de atención y de  la capacidad de raciocinio. Se 
considera la primera causa de demencia en la vejez, abarcando hasta el 70% de los casos. Teniendo en cuenta 





al  respecto.  Las hipótesis  existentes  se basan  en  los dos  rasgos  anatomopatológicos  característicos  de  esta 
enfermedad.  La presencia de  acumulaciones de proteínas  en  las neuronas  y  fuera de  ellas  es  el  rasgo más 
característico  y  se  considera  un marcador  de  la misma,  de  hecho  se  conoce  desde  1968  que  existe  una 
correlación entre  la densidad de estas acumulaciones extracelulares y  la severidad de  la demencia (Blessed y 
col., 1968). Sin embargo, no fue hasta casi 80 años después del trabajo de Alzheimer cuando se  identificaron 


















que podrían  ser  anteriores  a  la  acumulación de péptido  amiloide  extracelular  (Braak  y Del  Tredici,  2004)  e 
incluso que la estructura tóxica más pequeña está formada por dímeros solubles del péptido amiloide (Shankar 





ha  aceptado  la  “hipótesis  amiloide”,  empleándose  la  exposición  al  péptido  amiloide  como  modelo 
experimental in vitro. 
El péptido amiloide proviene de la proteína precursora de β amiloide (APP, del ingés Amyloid Precursor 
Protein),  la  cual  sufre  cortes  secuenciales  por  varias  proteasas,  denominadas  α,  β  y  γ  secretasas.  La 
glicoproteína  APP  es  ubicua  y  se  encuentra  codificada  en  el  cromosoma  21,  atraviesa  la membrana  y  su 
heterogeneidad proviene de procesamiento alternativo y de modificaciones post  traduccionales  (Kang y col., 






menor que puede sufrir cortes adicionales  (C83). Por otro  lado, el primer corte de  la  ruta amiloidogénica  lo 
produce  la  β‐secretasa,  también  llamada  BACE1  (del  inglés  β‐site  APP‐Cleaving  Enzyme  1),  que  libera  un 
fragmento al exterior  celular  (sAPPβ) mientras que otro  fragmento de 99 aminoácidos queda anclado en  la 
membrana  (C99). Este C99 será posteriormente cortado, por un complejo denominado γ‐secretasa, entre  los 
aminoácidos 38 y 43 para así liberar el péptido amiloide. El lugar exacto de corte es muy relevante en lo que a 
la  capacidad  de  agregación  del  péptido  resultante  se  refiere,  siendo  el  corte mayoritario  el  que  libera  un 
fragmento de 40 aminoácidos y estando  las placas neuríticas principalmente  formadas por el péptido de 42 
aminoácidos.  En  individuos  sanos,  la  proporción  de  los  fragmentos  de  40  y  42  aminoácidos  es  de  10:1 




presenta  tendencia  a  agregarse  formando  placas  insolubles,  que  conduce  gradualmente  a  un  deterioro 






oxígeno, alteraciones mitocondriales y  la desregulación de  la homeostasia del  calcio  (revisado por Mattson, 
2004).  Por  los  estudios  realizados  en modelos  experimentales  se  deduce  que  la  acumulación  del  péptido 
amiloide  genera  estrés  oxidativo  (Nunomura  y  col.,  2001),  el  cual  afecta  al  calcio  neuronal,  haciendo  a  las 
neuronas más sensibles a los fenómenos de excitotoxicidad y al desarrollo de alteraciones en el citoesqueleto 
(revisado  por  Bezprozvanny  y Mattson,  2008).  La  hiperfosforilación  de  la  proteína  tau  inhibe  el  correcto 
ensamblaje  de  los microtúbulos,  produciendo  en  última  instancia  la  degeneración  de  la  neurona  afectada 
(revisado  por  Iqbal  y Grundke‐Iqbal,  2006).  Por  otro  lado,  la  acumulación  del  péptido  amiloide  produce  la 
activación  glial  antes  descrita,  que  resulta  en  una  respuesta  inflamatoria  descontrolada  con  efectos 
neurodegenerativos (revisado por Dhawan y col., 2008). 
En  lo que  respecta a  la acumulación del péptido amiloide, se ha demostrado que  las mutaciones que 
conducen  a  un mayor  procesamiento  amiloidogénico  de  la  proteína  APP  dan  lugar  a  una  forma  de  esta 
enfermedad denominada hereditaria o familiar que comprende entre el 1 y el 5% del total de casos detectados 
en  humanos.  No  obstante,  a  nivel  de  tejido  los  efectos  de  la  variante  esporádica  de  la  enfermedad  son 
indistinguibles de  los de  la hereditaria, por  lo que  la mayoría de  los modelos empleados para el estudio de 









Ilustración  16:  Procesamiento  de  la  proteína  APP  y 
eventos claves en  la patogénesis de  la enfermedad de 
Alzhemier. Panel  Izquierdo.  La proteína precursora del 
péptido  amiloide  puede  sufrir  un  procesamiento 
amiloidogénico o no amiloidogénico, siendo este último 
el  que  da  lugar  a  la  liberación  del  péptido  amiloide. 
Modificado  de  LaFerla  y  col.,  2007.  Panel  Inferior.  El 
péptido  amiloide  formado  intra  y  extracelularmente 
oligomeriza  formando  placas  insolubles.  Oligómeros 
solubles  pueden  interferir  con  la  actividad  sináptica, 
mientras  que  las  placas  neuríticas  producen 
disfunciones  en  las  neuronas  vecinas.  Entre  ellas,  la 
hiperfosforilación de  la proteína  tau, que  forma ovillos 
intracelulares. Microglía  activada  y  astrocitos  reactivos 
pueden  participar  en  la  respuesta  inflamatoria  local 



























péptido  amiloide.  La  interacción  del  péptido 
amiloide  con  iones  metálicos  genera  agua 
oxigenada.  El  estrés  oxidativo  asociado  a  la 
membrana  plasmática  produce  peroxidación 
lipídica y oxidación de proteínas. Algunas de las 
proteínas modificadas  son  transportadores  de 
membrana,  receptores,  proteínas  G  o  canales 
iónicos,  que  resultan  desreguladas.  Esta 
desregulación  produce  la  activación  de 
quinasas  capaces  de  hiperfosforilar  a  la 
proteína  tau,  dando  lugar  a  los  ovillos 
neurofibrilares.  El  péptido  amiloide  también 
produce  estrés  oxidativo  a  nivel mitocondrial, 
lo que genera disfunciones a nivel metabólico y 
en la regulación de la homeostasia del calcio, lo 




El  estrés  oxidativo  puede  desencadenar  procesos  de muerte  celular,  generalmente  apoptótica,  por 
varios mecanismos, debidos principalmente a que  las especies reactivas de oxígeno  (ROS, del  inglés Reactive 
Oxygen  Species)  producen modificaciones  oxidativas  que  afectan  a  proteínas, ADN,  lípidos  de membrana  y 
otras moléculas. El estudio de los efectos de los radicales libres sobre las células del SNC resulta interesante ya 
que  se  ha  postulado  que  la  pérdida  de  funciones  fisiológicas  con  la  edad  puede  estar  relacionada  con  la 
acumulación progresiva de daño oxidativo que, en última estancia, puede determinar el periodo de vida de un 
organismo.  Esta  teoría  se  formuló  inicialmente  en  1956  (Harman,  1956),  aunque  se  ha  reformulado  varias 
veces hasta dar lugar a la teoría mitocondrial del envejecimiento (revisada por Jang y Remmen, 2009). Por otro 
lado,  se ha demostrado un  incremento del daño oxidativo producido con  la edad en varios  tejidos  tanto en 
humanos  como  en  varios modelos  experimentales  (revisado  por Muller  y  col.,  2007),  lo  que  podría  estar 





(Jezek  y  Hlavatá,  2005).  Sin  embargo,  este  orgánulo  también  posee  un  complejo  sistema  de  defensa 
antioxidativa  (Yu, 1994)  formado por enzimas que  rápidamente  transforman  los  radicales  libres en especies 
químicas no tóxicas. Si el balance entre la formación de radicales libres y la eliminación de los mismos por estas 
enzimas  antioxidantes  se  encuentra  desplazado  hacia  el  primer  término  la  acumulación  de  daño  oxidativo 







los  sistemas  enzimáticos  de  defensa  antioxidante  es  que  algunas  de  las  enzimas  de  este  sistema  pueden 
cambiar su función antioxidante por oxidante, debido principalmente al incremento de iones de hierro y cobre 
que se produce en cerebro con  la edad  (revisado por Barnham y col., 2004). De esta  forma se produce una 
generación masiva de especies ROS relacionadas con  la muerte celular por estrés oxidativo y, por tanto, con 




Ilustración  18:  Generación  anómala  de  ROS.  Son 
varias  las reacciones por  las que se pueden  formar 
ROS  de  forma  anómala.  La  función  normal  de  la 
SOD  es  convertir  radicales  superóxido  en  agua 
oxigenada que es, posteriormente, inactivada por la 
catalasa. Debido a incrementos de cobre y/o hierro 
la  actividad  enzimática  de  la  SOD  se  altera 
produciéndose peroxinitrito  (OONO‐).  El  exceso de 
cobre y/o hierro cataliza la transformación del agua 









Existen varios mecanismos por  los que  los  radicales  libres pueden desencadenar procesos de muerte 
celular.  Uno  de  los  más  comunes  es  que  los  radicales  libres  que  se  generan  en  la  mitocondria,  como 
consecuencia de  la  respiración oxidativa, pueden  inducir  la  entrada de  calcio  en  la mitocondria  y  variar  su 
permeabilidad,  produciéndose  la  liberación  de  citocromo  C  que  inicia  la  cascada  de  apoptosis  (Mattson  y 
Kroemer,  2003).  Otros  procesos  engloban  la  oxidación  del  ADN,  la  oxidación  de  lípidos  de  la membrana 
plasmática,  relacionada  ésta  con  pacientes  de  esclerosis  lateral  amiotrófica  (Pedersen  y  col.,  1998)  y  la 
activación de esfingomielinasas con  la subsiguiente  liberación de ceramida, que  relaciona el estrés oxidativo 
con  las enfermedades de Alzheimer (Cutler y col., 2004), demencia  inducida por VIH (Haughey y col., 2004) y 
esclerosis lateral amiotrófica (Cutler y col., 2002). Además se cree que el primer evento patológico que ocurre 















desarrollarlo a  los 70 y  la probabilidad de padecer esclerosis  lateral amiotrófica aumenta alrededor de  los 40 
años (revisado por Mattson y Magnus, 2006). 
Los ratones SAM (SAM, del inglés Senescence‐Accelerated Mouse) fueron originados a partir de ratones 
AKR/J  con  la  particularidad  de  que  no  se  trata  de  un  modelo  manipulado  genéticamente.  El  modelo  se 
estableció a partir de  la observación empírica de que algunas camadas presentaban rasgos característicos de 




los  cuales  desarrollan  de  forma  espontánea  un  fenotipo  patológico  caracterizado  por  un  deterioro  en  el 
comportamiento  relacionado  con  la  edad,  tal  como  déficits  en  el  aprendizaje  y  memoria,  desórdenes 









Como modelo de envejecimiento,  los  ratones SAMP8 presentan  las principales deficiencias cognitivas 
descritas con  la edad en humanos, como pueden ser una deficiencia progresiva en  la capacidad de atención 
(McDowd  y  Craik,  1988)  así  como  de  la  memoria  espacial  (Otha  y  col.,  1981).  Además,  las  deficiencias 
cognitivas observadas en este modelo son abundantes y mimetizan los déficits en comportamiento y cognitivos 
observados en pacientes de Alzheimer y en otros modelos transgénicos. Por otro lado, este modelo reproduce 
con  la edad y con una cronología similar a  la que aparece en  la patología en humanos  (revisado por Braak y 




enfermedad  de  Alzheimer,  como  son  el  estrés  oxidativo,  gliosis,  acumulación  del  péptido  amiloide  e 
hiperfosforilación de tau (Pallàs y col., 2008). 
Es  evidente  que  el  envejecimiento  está  fuertemente  relacionado  con  determinadas  enfermedades 
neurodegenerativas,  sin embargo  se plantean algunos  interrogantes a  los que no es posible  contestar en  la 
actualidad, como, por ejemplo, el hecho de que ciertas poblaciones de neuronas se vean más afectadas que 
otras  en  determinadas  enfermedades  neurológicas  o,  en  un  plano más  general,  porqué  una  enfermedad 
neurodegenerativa  causada  por  la  edad  es  histopatológicamente  indistinguible  de  la  misma  enfermedad 
causada  por  causas  genéticas.  Por  otro  lado,  si  el  envejecimiento  está  relacionado  con  las  enfermedades 
































4. Efecto de  la  toxicidad  inducida por  la  exposición  al péptido  amiloide  sobre  los  receptores objeto de 
estudio. 
5. Modulación de estos receptores por estrés oxidativo inducido por peróxido de hidrógeno. 
























Los  radioligandos utilizados para  los estudios de  receptores de adenosina  [3H]DPCPX  (118 Ci/mmol) y 
[3H]ZM241385 (27,4 Ci/mmol), fueron obtenidos de Amersham Biosciences (Buckinghamshire, Reino Unido) y 
Tocris Cookson  Ltd  (Bristol, Reino Unido),  respectivamente. Para estudiar  los  receptores metabotrópicos de 
glutamato  se utilizó el  radioligando L‐[3H]Glu  (49,9 Ci/mmol) procedente de Perkin Elmer  (Boston, EEUU). El 
[3H]AMPc (27,4 Ci/mmol), se obtuvo de Perkin Elmer (Boston, EEUU). 
Fueron  adquiridos  de  Sigma‐Aldrich  (Saint  Louis,  EEUU)  los  siguientes  compuestos:  péptido  amiloide 
(1‐42 y 25‐35), dipiridamol, CPA, CHA, AMPA, NMDA, ácido kaínico, teofilina, forskolina, NECA, PKA, R‐PIA, ATP, 
PFA,  adenosina,  Ro  20‐1724,  dipiridamol,  creatina  quinasa,  creatina  fosfato,  inhibidores  de  proteasas, 
bacitracina, PSMF,  toxina pertúsica y el kit MTT. El  ligando ácido  L‐glutámico es de  la  casa  comercial Tocris 





Los materiales  relacionados  con  la  electroforesis de proteínas,  a menos  que  se  indique  lo  contrario, 
provienen de Bio‐Rad (California, EEUU). La procedencia de sustancias relacionadas con la inmunofluorescencia 
se detalla más adelante en el texto. 







Durante  la  parte  experimental  se  emplearon  dos  tipos  de  animales:  ratas Wistar  gestantes,  para  la 
realización de cultivos primarios de neuronas corticales, y algunas cepas de ratones de senescencia acelerada 
(SAM), para su estudio como modelo de envejecimiento. 
Las  ratas  utilizadas  para  obtener  los  cultivos  primarios  de  neuronas  corticales  fueron  criadas  en  el 
animalario  del  Centro  de  Biología Molecular  "Severo  Ochoa"  de  la  Universidad  Autónoma  de Madrid,  en 
condiciones estériles, con ciclos de luz‐oscuridad de 12 horas, humedad relativa del 50‐55% y temperatura de 






Con  motivo  de  realizar  el  estudio  de  la  variación  de  los  receptores  de  adenosina  durante  el 
envejecimiento se empleó el modelo de ratones de senescencia acelerada SAM. Este modelo se estableció en 
1981  por  selección  fenotípica  de  una  cepa  común  de  ratones  AKR/J  (Takeda  y  col.,  1981),  subcepas más 
sensibles al envejecimiento (prone; SAMP) y subcepas más resistentes (resistant; SAMR). 
En  los  estudios  aquí  presentados  se  han  empleado  las  subcepas  SAMR1,  como  modelo  de 
envejecimiento fisiológico, y SAMP8, como modelo de envejecimiento acelerado, amablemente cedidas por el 
Dr.  Antoni  Camins,  de  la  Universidad  de  Barcelona.  Entre  las  características  de  los  ratones  SAMP8  se 









en  el  cerebro.  Éstos,  a  diferencia  de  las  neuronas,  poseen  una  elevada  actividad  glutamina  sintetasa,  una 
enzima exclusiva de  las células gliales que convierte el glutamato en glutamina a  través de una  reacción de 
amidación que consume energía. Debido al papel del glutamato en muchas enfermedades neurodegenerativas 
y  a  la  capacidad  de  la  adenosina  de modular  la  liberación  de  éste  usamos  la  línea  celular  C6  derivada  de 
astrocitoma de rata como modelo de estudio. 
Las  células  C6  de  glioma  de  rata  (Benda  y  col.,  1968)  se  obtuvieron  de  la  American  Type  Culture 
Colection  (ATCC;  CCL‐107™)  y  fueron  crecidas  en  placas Nunc  en medio DMEM  (Dulbecco's Modified  Eagle 
Medium con L‐Glucosa 4,5 g/L) conteniendo tampón HEPES 12,6 mM, NaHCO3 10,11 mM, ácido pirúvico 1 mM, 






























(Minimum  Essential  Medium)  suplementado  con  NaHCO3  2,2  g/L,  Glutamax  I  10  ml/L,  HEPES  2,6  g/L, 
antibiótico‐antimicótico 10 ml/L, B27 y 10 % de suero de caballo (previamente desactivado), a una densidad de 





la mitad del medio y se  repuso medio NB suplementado con B27. Todos  los experimentos  fueron  realizados 
entre los 14 y los 18 DIV, lo que se corresponde con la madurez del cultivo. Un resumen de este proceso, junto 
con  imágenes representativas de algunos días de cultivo, se expone en  la  Ilustración 20. Esporádicamente se 













aisladas  siguiendo el método descrito previamente por este grupo de  investigación  (Albasanz  y  col., 2002a; 
León  y  col.,  2002).  Brevemente,  tras  eliminar  el medio  se  lavó  cada  placa  con  2 mL  aproximadamente  de 
tampón  de  aislamiento  (Tris‐HCl  50 mM, MgCl2  10 mM,  pH  7.4)  que  contenía  los  inhibidores de proteasas 
bacitracina (100 µg/mL) y PSMF (100 µM). Seguidamente las células de cada placa fueron recogidas en 3 mL de 

















El  sedimento  se  resuspendió  de  nuevo  en  tampón  de  aislamiento  y  se  homogeneizó  en  un Dounce 
(10xA, 10xB), se repartió en alícuotas que se congelaron en N2 líquido y se almacenaron a ‐80 °C hasta su uso. 
En  el  caso  del  aislamiento  de  membranas  plasmáticas  procedentes  de  tejido,  el  esquema  de 
centrifugación empleado fue el mismo que para la línea celular pero se partió de un homogenado. Así, cerebros 









PCR empleado  fue  la RT‐PCR clásica. El RNA  fue aislado por extracción con tiocianato de guanidinio /  fenol / 






minutos  a  37  °C.  Posteriormente  se  llevó  a  cabo  la  PCR  siguiendo  el  método  descrito  por  Vendite  y 
colaboradores en 1998, el ADNc fue amplificado en Tris‐HCl 20 mM pH 8,3 conteniendo KCl 50 mM, MgCl2 3 
mM, dNTPs 0,2 mM, cebadores 5’ 1 μM, cebadores 3’ 1 μM y 2 U de Taq polimerasa.  Los oligonucleótidos 








caso  de  cerebros  de  ratón,  en  un  equipo  ABI  PRISM™  6100 Nucleic  Acid  PrepStation  (Applied  Biosystems) 
siguiendo los protocolos indicados por el fabricante. 
















































tabla se amplificó mediante el uso de un oligonucleótido directo  (A, cebador 5’) e  inverso  (B, cebador 3’), de  los cuales se especifica el 
código de acceso de GenBank de cada gen y el tamaño del fragmento amplificado. 
 
La  PCR  cuantitativa  fue  llevada  a  cabo  en  el mismo  equipo  que  la  retro‐transcripción  empleando  el 
sistema TaqMan® universal PCR master mix  (Applied Biosystems) para detectar  los genes deseados. En cada 
amplificación se emplearon 10 ng de ADNc. Los cebadores y las sondas están patentados así que la secuencia 






















III.8.  Determinación  de  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  mediante  ensayos  de  unión  de 
L‐[3H]Glutamato en células intactas. 
Los  receptores metabotrópicos  de  glutamato  se  determinaron mediante  ensayos  de  unión  usando 
L‐[3H]Glu como radioligando, según el método descrito previamente en este grupo de investigación (Albasanz y 
col., 2002a). 






a  continuación  se  añadieron  los  agentes  bloqueantes  de  los  receptores  ionotrópicos  y  del  transporte  de 
glutamato  y  L‐glutamato  sólo  en  aquellos  pocillos  en  los  que  se  iba  a medir  la  unión  inespecífica.  Para  la 
realización de las curvas de saturación las células fueron incubadas en presencia de diferentes concentraciones 
de L‐[3H]Glu  (0,15 hasta 1,2 µM) durante una hora a 37 °C usando L‐glu  frío 10 mM  final como  ligando para 
determinar  la  unión  inespecífica,  en  un  volumen  final  de  250  µL.  El  ensayo  se  detuvo  aspirando  el medio 
radiactivo y lavando los pocillos con medio de cultivo sin completar a 4 °C.  














incubaron con 2 U/mL de ADA a 25  °C durante 30 minutos con el  fin de eliminar  la adenosina endógena. A 
continuación  se  añadió  dipiridamol  1  μM  final  en  todos  los  pocillos,  para  bloquear  los  transportadores  de 
adenosina,  y  CPA  4 mM  final,  para medir  la  unión  inespecífica  en  aquellos  pocillos  que  correspondía.  Se 
incubaron durante 2 horas a 25 °C con [3H]DPCPX a las concentraciones correspondientes (de 1 a 20 nM final, a 























III.10. Determinación  de  los  receptores  de  adenosina mediante  ensayos  de  unión  de  [3H]DPCPX  o 
[3H]ZM241385 en membranas plasmáticas. 
– Ensayos de unión de [3H]DPCPX 
Los ensayos de unión de  radioligandos al  receptor A1 de adenosina  fueron  realizados en membranas 
plasmáticas según el método descrito previamente por este grupo de investigación (Ruiz y col., 2000).  
Previamente a  la  realización del ensayo de unión  las membranas plasmáticas  fueron  incubadas con 2 
U/mg de adenosina desaminasa (ADA) en tampón de ensayo (Tris‐HCl 50 mM, MgCl2 2 mM, pH 7,4) durante 30 
minutos a 25 °C, para eliminar la adenosina endógena. A continuación, se añadieron los diferentes ligandos en 
presencia de 75  μg de proteína en un  volumen  final de 250  μL  y  se  incubaron durante 2 horas  a 25  °C en 
agitación. Transcurrido este  tiempo se paró  la  reacción por  filtración usando un equipo Filtermate‐harvester 
(Perkin Elmer) y  la  radiactividad obtenida se cuantificó en un contador MicroBeta  Jet  (Perkin Elmer) usando 
líquido de centelleo Betaplate Scint (Perkin Elmer). 
Las curvas de saturación se realizaron usando diferentes concentraciones del radioligando [3H]DPCPX (1 











La  actividad  adenilato  ciclasa  se  determinó,  en  células  intactas,  siguiendo  el  método  descrito  por 
Murphy y colaboradores  (Murphy y  col., 1991) con algunas modificaciones  (Ruiz y  col., 2000). Tras  lavar  las 
células dos veces con medio de cultivo sin completar, se incubaron durante 10 minutos a 37 °C con el inhibidor 
de fosfodiesterasas Ro 20‐1724 100 μM y con 2 U/mL de ADA, en un volumen final de medio de 225 μL. Tras la 
incubación se  inició  la reacción con  los agentes correspondientes y se dejó  transcurrir durante 15 minutos a 
37 °C para posteriormente detenerla con HCl 0,1 N en EtOH absoluto. El contenido de cada pocillo se centrifugó 






La determinación de  los niveles de AMPc  se  llevó  a  cabo  según  el método descrito  inicialmente por 
Nordstedt y Fredholm en 1990. Se determinó la cantidad de AMPc en 50 µL de cada muestra usando 6,25 μg de 










de ensayo  (Tris 50 mM, MgCl2 5 mM, DTT 1 mM, pH 7,4) durante 30 minutos a 37  °C. Posteriormente,  las 
membranas fueron incubadas en tampón de ensayo durante 6 minutos a 30 °C en un volumen final de 250 µL, 
conteniendo  Ro  20‐1724  100  μM,  sistema  regenerador  (albúmina  1 mg/mL,  creatina  quinasa  1 mg/mL  y 
creatina fosfato 10 mM) más los ligandos cuya potencia se quería probar. La reacción se inició con la adición de 







basado  en  el  compuesto  bromuro  de  3‐[4,5‐dimetiltiazol‐2‐il]‐2,5‐difeniltetrazolio  (MTT),  el  cual  es 
fragmentado por deshidrogenasas mitocondriales dando  lugar a cristales de  formazán,  insolubles en medios 
acuosos.  Estos  cristales  se  disuelven  en  una  disolución  ácida  de  isopropanol  y  la  variación  de  la medida 
espectrofotométrica a 570 nm  se  toma como una variación de  la cantidad de células causada por el agente 
tóxico ensayado. 
Brevemente, se trataron la misma cantidad de células en placas de 96 pocillos con los distintos agentes 











el diseño de un  sustrato  fluorescente  susceptible de  ser  cortado proteolíticamente de  forma específica por 
caspasa 3. Brevemente,  las  células empleadas en estos ensayos provenían de placas P24, en  las que  se  las 
sometió  o  no  a  los  correspondientes  agentes  cuya  influencia  sobre  la  actividad  de  caspasa  3  se  deseaba 
estudiar.  Las  células  se  lisaron empleando 50 µL del  tampón de  lisis  incluido en el  kit durante 30 minutos, 
transcurridos  los cuales  los  lisados se centrifugaron durante 5 minutos a máxima velocidad en una centrífuga 
de mesa. A  los  sobrenadantes  obtenidos  se  les  añadió  50 µL de  tampón  de  ensayo,  conteniendo  Z‐DEVD–
Rodamina110, DTT, EDTA, PIPES y CHAPS, en las proporciones indicadas por el fabricante. Tras 30 minutos de 
incubación  a  temperatura  ambiente,  se  midió  la  absorbancia  de  cada  muestra  en  un  lector  de  placas 
(excitación/emisión ~496/520 nm). Los incrementos en la actividad caspasa 3, se determinaron comparando los 




La  separación  electroforética  de  las  proteínas  presentes  en  las membranas  plasmáticas  aisladas,  se 
realizó siguiendo el método descrito por Laemmli (Laemmli, 1970). Las distintas muestras se resuspendieron en 
el  tampón  de  carga  de  electroforesis  o  tampón  de  Laemmli,  (SDS  2%,  β‐mercaptoetanol  5%,  glicerol  10%, 
Tris‐HCl 62 mM, pH 6,8 y azul de bromofenol 0,002%) y  fueron posteriormente hervidas durante 5 minutos, 
centrifugadas y enfriadas. 










a  un  equipo  iBlot™  Dry  Blotting  System  (Invitrogen,  Barcelona,  España),  empleando  membranas  de 
nitrocelulosa (Invitrogen) a un voltaje de 20 V durante un tiempo no superior a 8 minutos. 
Una vez transferidas las proteínas, la unión inespecífica a las membranas de nitrocelulosa fue bloqueada 





Tween 20 0,1%). Posteriormente,  las membranas  fueron  lavadas con PBS‐Tween 20 durante  tres ciclos de 5 
minutos  (3x5’)  y,  a  continuación,  incubadas  con  los  anticuerpos primarios específicos, diluídos en el mismo 
tampón, durante toda la noche a 4 °C. Una vez retirado el anticuerpo, las membranas fueron lavadas de nuevo 
(3x5’)  e  incubadas  con  un  anticuerpo  secundario  acoplado  a  peroxidasa  de  rábano,  durante  30 minutos  a 
temperatura ambiente en tampón de bloqueo. Tras la incubación, se repitieron los lavados (3x5’) y finalmente, 
para la detección de los anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa y unidos a las proteínas de interés, 























A3  1/500  Sigma  GAR‐PO  1/5000  Bio‐Rad 
αGi1‐2  1/1000  Dupont‐NEN  GAR‐PO  1/5000  Bio‐Rad 





mGlu1  1/1000  Upstate  GAR‐PO  1/5000  Bio‐Rad 
mGlu5  1/1000  Upstate  GAR‐PO  1/5000  Bio‐Rad 
mGlu2,3  1/1000  Tocris  GAR‐PO  1/5000  Bio‐Rad 
PLCβ1  1/1000  Upstate  GAM‐PO  1/5000  Bio‐Rad 
AC I  1/1000  Abcam  GAR‐PO  1/5000  Bio‐Rad 
 




















empleando  paraformaldehído  (PFA)  al  4%  durante  treinta  minutos,  posteriormente  los  restos  de  PFA  se 
eliminaron  mediante  sucesivos  lavados  (3x5’)  con  solución  de  Locke.  En  aquellos  pocillos  en  los  que  se 
consideró  necesario  se  permeabilizaron  las  células  con  tampón  de  Locke  conteniendo  triton  X‐100  0,25 % 
durante 10 minutos, seguido de varios lavados (3x5’) con solución de Locke, para fomentar la exposición de los 
antígenos intracelulares. 




Al  día  siguiente,  tras  tres  lavados  de  cinco minutos  con medio  de  Locke,  se  añadió  el  anticuerpo 
secundario  correspondiente.  En  el  caso  de  las  células  C6  los  anticuerpos  secundarios  empleados  estaban 
acoplados  directamente  al  flouróforo  que  posteriormente  se  visualizaría,  en  este  caso  FITC  (fluorescencia 
verde)  o  cianina3  (fluorescencia  roja).  Estos  anticuerpos  fueron  obtenidos  de  Jackson  Immunoresearch 
(Pennsylvania, EEUU) y se emplearon a una dilución 1:600 en medio Locke durante 45 minutos. 
En  el  caso  de  los  cultivos  primarios,  se  realizó  un  paso  intermedio  de  amplificación  empleando  un 
anticuerpo secundario biotinilado (1:200; Vector Laboratories). Tras esta primera incubación de 45 minutos de 
duración,  se  realizaron  tres  lavados  de  5 minutos  con medio  Locke  y  se  añadió  Streptavidina  acoplada  a 

































relacionarla  con  la  expresión  proteica  en  las  distintas  condiciones  experimentales  analizadas,  se  empleó  el 
programa Leica Aplication Suite Lite (versión 2.0, Leica Microsystems). La intensidad de fluorescencia se estimó 







El Hoechst  o bisbenzimida  es  un  compuesto  que  se  une  a  los  ácidos  nucleicos. Utilizando  los  filtros 
apropiados,  el  Hoechst  se  puede  visualizar  con  luz  ultravioleta  emitiendo  fluorescencia  azul.  Las  células 
























































































emplearon  técnicas de  inmunofluorescencia  y Western blot, empleando anticuerpos específicos para dichos 
receptores, y RT‐PCR,  con el uso de oligonucleótidos específicos. Así  se muestra en  la Figura 1  la presencia 
endógena de  los 4 subtipos de receptores de adenosina, descritos hasta  la fecha, en células C6 de glioma de 
rata.  En  el  panel  A  se  observa  la  inmunodetección  de  los  citados  receptores  así  como  el  correspondiente 
control sin el anticuerpo primario. Por su parte, el panel B representa las bandas de 36‐40 kDa, 45 kDa, 50 kDa 





La expresión  relativa de  los  receptores de Adenosina en células C6 a nivel de ARNm  fue comprobada 
empleando  la  técnica de PCR a  tiempo  real. En  la Figura 2 se muestra el perfil de expresión de  los distintos 
ARNm,  siendo  éste  A1≈A3>A2A>A2B.  Este  resultado  sugiere  que  los  principales  receptores  de  adenosina 
expresados por las células C6 son los A1 y A3. 
Una vez detectada  la presencia de  los mencionados  receptores se procedió a  la determinación de  los 








± 26,5 fmol/mg proteína para  las células  intactas. Por otro  lado, se demostró que  la unión de [3H]DPCPX era 







C6,  “‐Ab”  significa  que  la  inmunofluorescencia  se  realizó  en  ausencia  de  anticuerpo  primario.  Se  tomaron  imágenes  representativas 
empleando  el  objetivo  20X.  Panel  B.  100  µg  de membranas  plasmáticas  de  células  C6  se  sometieron  a  electroforesis  en  condiciones 













































































































Figura 2: Cuantificación por PCR a  tiempo  real de  la expresión de  receptores A1, A2A, A2B y A3. a Curvas de amplificación obtenidas 
usando los cebadores y reactivos específicos por PCR a tiempo real. ∆ Rn es la señal obtenida normalizada frente a la emisión de referencia 


























Bmax :  62.7 ± 8.6 (5) fmol/mg prot
































Bmax : 74.3 ± 7.9 (7) fmol/mg prot


































Bmax :  567.1 ± 26.5 (10) fmol/mg prot





























Bmax : 358.9 ± 52.4 (6) fmol/mg prot


























































































































Figura  3:  Unión  específica  de  [3H]DPCPX  a  membranas  y  a 
células  intactas.  Los ensayos  fueron  realizados en membranas 
plasmáticas (A) y en células intactas (B). Los datos obtenidos se 
muestran  como media ±  SEM  (n).  (C) Células C6  se  incubaron 
con concentraciones crecientes (10‐9 a 10‐3 M) de ligandos y con 
[3H]DPCPX 15 nM. Se muestra la unión obtenida con respecto al 




células  intactas.  Los ensayos  fueron  realizados en membranas 
plasmáticas (A) y en células intactas (B). Los datos obtenidos se 
muestran  como media ±  SEM  (n).  (C) Células C6  se  incubaron 
con concentraciones crecientes (10‐9 a 10‐3 M) de ligandos y con 







en  la  ruta  de  transducción  de  señales mediada  por  el  receptor  A1.  Con  el  fin  de  estudiar  los  subtipos  de 
proteínas Gi  implicadas en este proceso en  las células C6 se realizaron ensayos de Western blot, así como de 
RT‐PCR  con  el  fin  de  caracterizar  este  sistema.  En  la  Figura  5,  panel  A,  se muestran  los  resultados  de  los 
Western blots realizados empleando anticuerpos específicos para  las subunidad α de  las proteínas Gi1‐2 y Gi3. 
Como se observa en el panel B de la Figura 5, se detectó, mediante RT‐PCR, la presencia del ARNm que codifica 
la subunidad α de  los subtipos 2 y 3 pero no se obtuvo el  fragmento correspondiente a  la amplificación del 























receptores A1  y  activadores  los A2.  Con  el  fin  de  comprobar  la  integridad del  sistema  “receptor  ‐  efector  ‐ 










a  PTX.  La  incubación  de  las  células  C6  con  300  ng/mL  de  toxina 
pertúsica  (PTX) antes del ensayo de unión de  radioligando desplazó 
hacia la derecha la curva de competición del CHA (la IC50 varió de 4,2 







adenilato  ciclasa estimulada por  forskolina y GTP de una manera dependiente de  la  concentración. Para  los 
receptores A1, como se observa en el panel B de  la misma Figura, se detectó un efecto  inhibidor del  ligando 
CHA, mediado por  el  receptor A1,  sobre  la  actividad  adenilato  ciclasa  estimulada  con  forskolina  y GTP.  Por 
último,  se  demostró  (panel  C)  que  este  efecto  inhibidor  del  receptor  A1  sobre  la  enzima  AC  se  producía 
mediante una proteína sensible a  la toxina pertúsica, confirmando así el acoplamiento A1/AC a través de una 
proteína Gi. 
Además,  tal y como  se muestra a continuación,  se estudió  la  funcionalidad de  la vía de  transducción 

















































































CGS 21680 100 nM   +             +             -             -
CGS 21680 1 µM      -              -             +             +






















Figura  7: Actividad AC  en  células  C6. A,  10‐20 µg  de membranas  plasmáticas  fueron  incubadas  con  las  concentraciones  indicadas  de 
forskolina  (FSK)  y  GTP.  B,  las membranas  fueron  incubadas  con  forskolina  10  µM  y  GTP  5  µM  en  ausencia  y  presencia  de  distintas 
concentraciones de CHA. C,  la  incubación de células  intactas con 300 ng/mL de PTX eliminaba  la capacidad  inhibitoria de CHA 1 mM. La 
actividad  basal  en  células  tratadas  con  PTX  (1,52  ±  0,13  pmol/mg∙min)  no  difería  de  la  observada  en  células  controles  (1,2  ±  0,1 
pmol/mg∙min). En todos los casos, el AMPc formado se midió siguiendo los protocolos del apartado Métodos. Los datos son las medias ± 
SEM de  tres experimentos  realizados por  triplicado. ** p<0,01  y *** p<0,001,  significativamente diferente de  la actividad AC basal en 
membranas  (0,42 ± 0,10 pmol/mg∙min).  ≠≠ p<0,01,  significativamente diferente del valor estimulado  con  foskolina y GTP. xxx p<0,001, 
significativamente diferente del correspondiente valor estimulado con forskolina. 
 










Figura  8:  Efecto  de  CGS  21680  en  la  actividad AC  en  células  C6  intactas. A,  las  células  se  incubaron  en  ausencia  o  en  presencia  de 
concentraciones  crecientes  de  este  agonista  de  los  receptores  A2A  durante  el  ensayo  de  actividad  AC.  B,  el  empleo  de  ZM241385, 
antagonista de estos receptores, bloqueaba el efecto de CGS 21680. Los datos son  las medias ± SEM de 6 experimentos  independientes 













































































































































NECA 100 µM             +          +           +         -            -
NECA   1  mM             -           -           -          +           +
ZM241385 10 µM         -          +           -           -           -














En cuanto a  los experimentos en  los que se empleó el  ligando NECA, como se expone en  la Figura 9, 
panel  A,  se  obtuvieron  resultados  similares  a  los  obtenidos  con  CGS  21680,  es  decir  NECA  era  capaz  de 
estimular  la actividad AC de  forma dependiente de  la concentración. Para comprobar  la preferencia de este 
ligando,  si existía, por  los dos  subtipos de  receptores de adenosina  capaces de estimular  la actividad AC  se 
emplearon los antagonistas ZM241385, específico para A2A, y PSB 1115, específico para A2B. Como se observa 
en el panel B de  la mencionada Figura,  la estimulación de NECA sobre  la actividad AC a  las concentraciones 
ensayadas, es debida a  la acción de este  ligando sobre el receptor A2B, ya que su efecto es bloqueable por el 
antagonista PSB 1115 pero no por ZM241385. 










Figura  9:  Efecto  de  NECA  en  la  actividad  AC  en  células  C6  intactas.  A,  las  células  se  incubaron  en  ausencia  o  en  presencia  de 




















































































Dada  la  capacidad de  los  receptores metabotrópicos de  glutamato de  controlar  los niveles de  calcio 
intracelular  o  de  modular  la  actividad  de  determinados  canales  iónicos,  resultan  dianas  terapéuticas 






























de, al menos, 3 experimentos  independientes  realizados por  triplicado, expresados porcentualmente con  respecto a  la viabilidad de  las 
células controles. * p<0,05, ** p<0,01, *** p<0,001 significativamente diferente respecto al control. 
 
Como  se  observa,  sólo  la  exposición  a  L‐Glu  1  µM  durante  dos  horas  no  produce  resultados 
estadísticamente  significativos, a pesar de observarse una disminución promedio de un 20% en  la viabilidad 





































cultivo  (p<0,05), mientras  que  tras  24  h  de  exposición  sólo  quedaban  un  16%  de  neuronas  supervivientes 
(p<0,001). 
Estos  resultados  confirman  el  hecho  experimental  de  que  la  exposición  a  elevadas  cantidades  de 
glutamato induce toxicidad en cultivos celulares, describiéndose además un modelo de excitotoxicidad in vitro 
dependiente de la concentración y el tiempo de exposición a L‐Glu. 
Por otro  lado  se midió por PCR a  tiempo  real  si esta exposición a  L‐Glu desencadenaba  la activación 
génica de  la caspasa 3. Como se expone en  la Figura 12, se aprecia un  incremento parcial de  la expresión de 
caspasa 3. Sin embargo, ni en el caso más extremo de exposición a L‐Glu empleado en estos ensayos, donde la 
expresión  aumentaba  un  24%,  se  consiguen  valores  estadísticamente  significativos  (p=0,225),  hecho  que 




caspasa  3. Neuronas  corticales  fueron  expuestas  a  L‐Glu  1 µM 
durante  2  o  24  horas,  L‐Glu  100  µM  durante  2  horas  o  se 
mantuvieron en condiciones control con el  fin de aislar su ARN. 
Los  experimentos  de  RT‐PCR  a  tiempo  real  se  realizaron 
empleando una sonda específica para el gen codificante para  la 
caspasa  3.  Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3 





La  determinación  de  los  parámetros  cinéticos  de  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato, 





detecta una disminución de  la cantidad de  receptores de un 14%. Sin embargo, esta disminución no  resulta 
significativa según el test estadístico empleado. Por otro lado, si la exposición se prolonga hasta las 24 horas la 





























































total de  receptores ha disminuido un 40%  (p<0,001), mientras que  si  la exposición  se prolonga hasta  las 24 
horas, un 95% de los receptores metabotrópicos desaparece de la superficie celular (p<0,001). 

















p<0,001), observándose una disminución en  la constante que  implica un aumento de  la afinidad del receptor 
por  su  ligando. En el  caso de  la  concentración más baja  se observa un efecto bifásico, a  tiempos  cortos de 
exposición  la afinidad de  los  receptores por su  ligando aumentaba en un 68%, mientras que si el  tiempo de 





excepto  en  la  comparación  de  las  afinidades  obtenidas  empleando  L‐Glu  1  µM  (p=0,059)  los  resultados 
obtenidos a distintos tiempos de exposición son estadísticamente diferentes entre sí (al menos p<0,005). 
Estos resultados  indican que  la exposición a L‐Glu en neuronas corticales produce una regulación a  la 









































Tabla  6:  Resumen  de  los  parámetros  cinéticos  obtenidos  en  neuronas  corticales  expuestas  a  L‐Glu.  ***  p<0,001  significativamente 
diferente respecto al correspondiente control. 
 
El  siguiente  paso  fue  comprobar  de manera más  específica  la  regulación  sufrida  por  esta  familia  de 
receptores, para ello  se emplearon  los anticuerpos específicos disponibles para  cada  subtipo,  tal y  como  se 















Figura  14:  La  exposición  a  L‐Glu modula  los  receptores metabotrópicos  en  la  superficie  celular. Diagrama de barras que  resume  los 
resultados expuestos en la Figura 14. Las cuantificaciones se realizaron usando el software LAS AF empleando un mínimo de 30 campos por 






























































































































































































  mGlu1  mGlu5  mGlu2,3  PLCβ1 
L‐Glu 1µM 2h  ↑***  ≈  ≈  ↓*** 
L‐Glu 1µM 24h  ↑***  ≈  ↑***  ↑* 
L‐Glu 100µM 2h  ↑**  ↑***  ↑***  ↓*** 






Como  se observa,  la  regulación de  cada uno de  los  subtipos de  los  receptores metabotrópicos  como 
consecuencia de  la exposición a L‐Glu parece ser específica para cada subtipo y depende del  tiempo y de  la 
cantidad  de  L‐Glu  a  la  que  se  expongan  las  neuronas  corticales  in  vitro.  En  el  caso  del  receptor mGlu1,  se 
observa un aumento significativo de su presencia en la membrana plasmática en todos los casos excepto en la 
exposición a  L‐Glu 100 µM durante 24 horas. En el  caso de mGlu5,  la modulación es más discreta y  sólo  se 
aprecia un aumento significativo de  la cantidad de proteína en membrana tras 2 horas de exposición a L‐Glu 
100  µM.  Los  últimos  receptores  estudiados,   mGlu2,3,  sufren  un  aumento  significativo  de  su  expresión  en 
membrana en todos los casos excepto en la exposición a L‐Glu 1 µM durante 2 horas. 
Por  otro  lado,  la  regulación  sufruda  por  la  enzima  PLCβ1  es  también  compleja,  observándose  un 
aumento  tras  la exposición a L‐Glu 1 µM durante 24 horas y disminuciones en  la cantidad de proteína en el 
resto de los casos. 
Estos resultados sugieren que  la regulación de  la expresión en membrana de  los distintos subtipos de 




se decidió estudiar  si  los  cambios observados ocurrían  como  consecuencia de  la  regulación génica de estas 
proteínas. Para ello, se realizaron ensayos de PCR a tiempo real en los que se cuantificó la cantidad de ARNm 
de  los  receptores mGlu1 y mGlu5, así como de  la enzima PLCβ1. En estos ensayos  se eliminó  la exposición a 
















Figura 16: Efecto de  la exposición a L‐Glu sobre  la expresión génica de mGlu1, mGlu5 y PLCβ1. Neuronas corticales  fueron expuestas a 
L‐Glu 1 µM durante 2 o 24 horas, L‐Glu 100 µM durante 2 horas o se mantuvieron en condiciones control con el fin de aislar su ARN. Los 
experimentos de RT‐PCR a tiempo real se realizaron empleando sondas específicas para los genes mostrados. Los datos expuestos son las 








Estos resultados sugieren que  la modulación de  la expresión génica de estas proteínas depende de  la 
concentración  a  la  que  se  exponen  las  neuronas  corticales,  de  tal modo  que  el  empleo  de  L‐Glu  1  µM, 
independientemente del tiempo de exposición, no modula la expresión génica de las proteínas estudiadas, sin 
embargo,  el  empleo  de  L‐Glu  100  µM  sólo  durante  dos  horas  es  suficiente  para  observar  variaciones 
significativas en la expresión génica. 
Dadas las variaciones observadas en los receptores metabotrópicos del grupo I, así como de la isoforma 




















L-Glu 1 μM 2h
L-Glu 1 μM 24h



















































de realizar  los ensayos enzimáticos para  la acumulación de  IP3. Se estudió el efecto de  la exposición a L‐Glu sobre  la actividad PLC basal 
(panel A), así como su efecto sobre la funcionalidad del sistema estimulado por agonistas del grupo I de los receptores metabotrópicos de 







embargo,  no  se  observan  diferencias  significativas  al  comparar  los  datos  obtenidos  en  ambas  situaciones. 
Todos los datos expuestos son significativamente diferentes (al menos p<0,05) con respecto a la actividad basal 
de  cada grupo  (L‐Glu: Control: 139,06 ± 9,96; Tratada: 146,16 ± 14,70%;  (S)‐DHPG: Control: 149,69 ± 26,80; 
Tratada: 152,13 ± 7,87%). 
Estos  resultados  sugieren que, a pesar del aumento observado en  los  receptores metabotrópicos del 
grupo  I  en  estas  condiciones,  la  disminución  observada  en  la  PLCβ1  es  suficiente  para  que  la  actividad 
enzimática PLC medida no varíe en su conjunto. 
Por  último,  se  comprobó  la  capacidad  de  los  receptores metabotrópicos  de  los  grupos  II  y  III  para 













grupo  III, obteniéndose una menor  inhibición de  la actividad AC en células expuestas a L‐Glu que en células 
controles.  Estos  resultados  sugieren que,  en  estas  condiciones,  los  receptores metabotrópicos del  grupo  III 
podrían estar regulados a la baja, ya que el principal sistema de transducción de señales al que están acoplados 
resulta alterado como consecuencia de  la excitotoxicidad  in vitro, mientras que en el caso del grupo  II no se 
observan diferencias. 



















a  nivel molecular  tras  una  exposición  a  glutamato  al  sistema  de  los  receptores  de Adenosina  en  neuronas 
corticales en cultivo. 
Con  el  fin  de  cuantificar  la  densidad  de  los  receptores  a  nivel  de  la  superficie  celular  se  recurrió  al 
ensayo  de  unión  de  radioligando,  empleando,  de  nuevo,  [3H]DPCPX  como  antagonista  específico  para  el 
receptor A1. Como se observa en la Figura 19 el tratamiento con L‐Glu 100 µM durante 2 horas prácticamente 
duplicaba  el  número  de  receptores  en  la  superficie  celular  desplazando  además  la  KD  hacia  valores  más 
elevados de  radioligando. Como  se puede observar,  tanto el aumento en el número de  receptores  (85% de 
incremento con respecto al control) como el aumento en  la KD (más de cuatro veces con respecto al control) 










L-Glu 100 μM 2 h
Control 0,149 ± 0,006 1,16 ± 0,16
L-Glu 100 μM 2 h 0,278 ± 0,022 5,00 ± 1,38











































































de  radioligando  empleando  el  antagonista  específico  del 
receptor A1 [
3H]DPCPX. Los datos son las medias ± SEM de, al 
menos,  3  experimentos  independientes  realizados  por 
duplicado  empleando  distintos  cultivos.  Los  parámetros 
cinéticos calculados, Bmax y KD, se obtuvieron a partir de  los 
resultados experimentales empleando el software GraphPad 






A1  (II). Neuronas  corticales  fueron  expuestas  o  no  a  L‐Glu 
100 µM durante  2 horas  antes de  realizar  aislamientos de 
membranas plasmáticas por centrifugación diferencial, tal y 
como se describe en Métodos. Se emplearon 30 µg de cada 
muestra  en  la  separación  electroforética.  Tras  la 
inmovilización se emplearon anticuerpos específicos para el 
receptor  A1  y  para  la  proteína  β‐actina  como  control  de 
carga.  Se  expone  en  el  panel  superior  una  imagen 
representativa, los pesos moleculares indicados representan 
la altura de las bandas densitometradas. En el panel inferior 
se  muestra  el  análisis  densitométrico  de  las  bandas 
obtenidas.  Los datos expuestos  son  las medias ± SEM de 2 






la  fracción  de  membrana  plasmática  de  cultivos  primarios  de  neuronas  corticales,  fue  separada 
electroforéticamente en condiciones desnaturalizantes y transferida a un soporte sólido, tal y como se describe 





















Neuronas  corticales  fueron  expuestas  o  no  a  L‐Glu  1  o  100  µM 
durante  2  o  24  horas  antes  de  realizar  los  ensayos  de 
inmunofluerescencia  empleando  un  anticuerpo  específico  para  el 
receptor  A1  en  las  condiciones  descritas  en  el  texto.  En  el  panel 
izquierdo se exponen micrografías  representativas de  los  resultados 
obtenidos  tras  los  experimentos  de  inmunofluorescencia  en  las 
distintas condiciones experimentales. La barra  representa 62 µm. El 
diagrama de barras que  se expone en el panel derecho  resume  los 
datos obtenidos en las cuantificaciones realizadas usando el software 
LAS  AF  empleando  un  mínimo  de  30  campos  por  condición 
experimental.  Se  exponen  las medias  ±  SEM  obtenidas  para  cada 





































































L-Glu 100 μM 2 h
Control 0,656 ± 0,051 14,79 ± 0,89
L-Glu 100 μM 2 h 1,198 ± 0,035 21,37 ± 3,40



























está dirigido este anticuerpo  se encuentra  situado en  la parte del  receptor expuesta hacia el exterior de  la 
membrana  (aminoácidos 309‐326),  la  fijación con paraformaldehído,  tras  los correspondientes  tratamientos, 















El  análisis estadístico de  los datos obtenidos en estos ensayos  se muestra en el panel  inferior de  la misma 
Figura. Como  se  expone,  el  aumento observado  resulta  significativo  y  se  corresponde  con un  aumento del 
número de  receptores de un 82% con  respecto a  las células controles. Por otro  lado, aunque se observa un 
ligero aumento de  la KD de estos  receptores,  lo que conlleva una disminución en  la afinidad de  los mismos,  
este  aumento  no  es  significativo.  Estos  resultados  sugieren  que  la  exposición  a  L‐Glu  en  estas  condiciones 










independientes  realizados  por  duplicado  empleando 
distintos cultivos. Los parámetros cinéticos calculados, Bmax y 
KD,  se obtuvieron a partir de  los  resultados experimentales 





































































procedió al estudio de  la regulación de  la expresión génica de  los mismos tras  la exposición de  las neuronas 
corticales en cultivo a distintas cantidades de L‐Glu, con el  fin de comprobar si  los cambios detectados eran 
consecuencia de procesos de regulación de la expresión génica inducidos por este agente. Para ello se recurrió 












Figura  23:  Efecto  de  la  exposición  a 
L‐Glu sobre la expresión génica de A1, 




con  el  fin  de  aislar  su  ARN.  Los 
experimentos de RT‐PCR a tiempo real 
se  realizaron  empleando  sondas 
específicas  para  los  genes mostrados. 
Los datos  expuestos  son  las medias  ± 








































































































Estos  resultados,  tomados  en  conjunto,  sugieren  que  la  exposición  de  neuronas  corticales  a  L‐Glu 
modula la expresión génica de los receptores de adenosina, siendo incrementada la expresión correspondiente 




vía de  transducción de  señales mediada por  tales  receptores  tras  la exposición de  las neuronas  corticales a 


















la  actividad AC por  el  receptor A1  (panel A),  empleando  el  agonista  específico CHA  a 100 µM para  inhibir  la  actividad  estimulada por 












con  forskolina, en  las células expuestas a L‐Glu, siendo además este aumento de un 42% en  la capacidad de 
inhibición estadísticamente significativo (Control: 33,89 ± 2,93%; L‐Glu 100 µM 2h: 48,31 ± 5,54%, p<0,05).  






y A2A de adenosina en neuronas  corticales de  cerebro de  rata  se ven potenciadas  como  consecuencia de  la 
exposición  a  L‐Glu,  observándose  cambios  tanto  a  nivel  del  número  de  receptores,  como  cambios  en  la 
expresión  génica  de  los  mismos  que  justifican  la  potenciación  de  su  actividad,  entendida  ésta  como  la 
capacidad de alterar la concentración de segundos mensajeros intracelulares. 
Una vez confirmada  la modulación de  la vía de  transducción de  la AC mediada por  los  receptores de 
adenosina como consecuencia de  la exposición a L‐Glu en neuronas corticales, se procedió a estudiar si esta 
exposición afectaba a la expresión del factor de transcripción CREB y a su modulador CREM, ya que CREB activa 





(p<0,05),  de  un  29%  si  la  exposición  se  prolongaba  durante  24  horas  (p<0,01)  y  de  un  37%  si  lo  que  se 
empleaba era L‐Glu 100 µM durante 2 horas (p<0,001). En el caso del gen codificante para la proteína CREM su 
disminución con respecto al control fue de un 29% para L‐Glu 1 µM durante 2 horas (p<0,05), de un 46% para la 
exposición  durante  24  horas  (p<0,001)  y  de  un  34%  en  caso  de  emplearse  L‐Glu  100  µM  durante  2  horas 
(p<0,01). 
Estos resultados apuntan a que  la expresión génica de  los factores de transcripción CREB y CREM está 

















































































Figura 25: Efecto de  la exposición a L‐Glu sobre  la expresión génica de  los factores de transcripción CREB y CREM. Neuronas corticales 
fueron expuestas a L‐Glu 1 µM durante 2 o 24 horas, L‐Glu 100 µM durante 2 horas o se mantuvieron en condiciones control con el fin de 
aislar su ARN. Los experimentos de RT‐PCR a tiempo real se realizaron empleando sondas específicas para los genes codificantes para los 
factores  de  transcripción  CREB  y  CREM.  Los  datos  expuestos  son  las medias  ±  SEM  de  3  experimentos  independientes  realizados  por 




En  la siguiente  tabla se expone un resumen de  los resultados obtenidos  tras  la exposición de cultivos 
































Viabildad  ≈  ↓  ↓  ↓ 
Bmax unión
[3H]DPCPX 
    ↑   
ARNm caspasa 
3  ≈  ≈  ≈   
KD unión
L‐[3H]DPCPX 
    ↑   
Bmax unión 
L‐[3H]Glu 
≈  ↓  ↓  ↓  Proteína A1  ≈  ↑  ≈  ≈ 
KD unión 
L‐[3H]Glu 
↓  ↓  ↓  ↓ 
Bmax unión
[3H]ZM241385 
    ↑   
Proteína 
mGlu1 
↑  ↑  ↑  ≈ 
KD unión
[3H]ZM241385 
    ↑   
ARNm mGlu1  ≈  ≈  ↑    ARNm A1  ≈  ≈  ↑   
Proteína 
mGlu5 
≈  ≈  ↑  ≈  ARNm A2A  ≈  ≈  ↑   
ARNm mGlu5  ≈  ≈  ↑    ARNm A2B  ≈  ↓  ↓   
Proteína 
mGlu2,3 
≈  ↑  ↑  ↑  Actividad A1/AC      ↑   
Proteína PLCβ1  ↓  ↑  ↓  ↓ 
Actividad 
A2A/AC 
    ↑   
ARNm PLCβ1  ≈  ≈  ↓    ARNm CREB  ↓  ↓  ↓  ↓ 
Actividad PLC 
basal     
≈    ARNm CREM  ↓  ↓  ↓  ↓ 
Actividad PLC 
grupo I     
≈             
Actividad AC 
basal     
≈             
Actividad AC 
grupo II     
≈             
Actividad AC 
grupo III     
↓             
 






vitro.  En  este  apartado  se  completarán  estudios  realizados  por  este  grupo  de  investigación  en  los  que  se 
demostró  que  la  exposición  a  L‐Glu  en  C6  producía  la  internalización  del  receptor  por medio  de  vesículas 



























sustancia  con  el  fin  de  determinar  la  modulación  sufrida  por  los  receptores  de  glutamato  y,  de  forma 
específica, algunos de sus subtipos. 
Por  otro  lado,  el  estudio  de  la  exposición  a  L‐Glu  se  amplió  a  la modulación  de  los  receptores  de 
adenosina,  recientemente caracterizados en esta  línea celular  (Castillo y col, 2007). Estudios previos de este 





El  efecto  de  la  exposición  a  L‐Glu  100  µM  a  distintos  tiempos  sobre  la  viabilidad  celular  se midió 








trascurridas  las  cuales  se midió  la  viabilidad  celular  por  el método  del 
MTT.  Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de,  al  menos,  3 







No obstante,  se  comprobó por PCR a  tiempo  real  si existían variaciones en  la expresión génica de  la 













































































A                                                          B
Figura 27: Efecto de la exposición a L‐Glu sobre la expresión de 
caspasa  3.  Las  células  C6  fueron  expuestas  a  L‐Glu  100  µM 
durante  6,  24  o  48  horas  o  se  mantuvieron  en  condiciones 
control con el fin de aislar su ARN. Los experimentos de RT‐PCR a 




















Figura  28:  La  exposición  a  L‐Glu modula  los  receptores metabotrópicos  en  la  superficie  celular  de  las  células  C6.  Las  células  C6  se 
expusieron a  L‐Glu 100 µM durante 6, 24 o 48 horas.  Se  realizaron ensayos de unión de  radioligando empleando  L‐[3H]Glu.  Los datos 
expuestos son las medias ± SEM de, al menos, 3 experimentos independientes realizados por duplicado empleando diferentes pases. Los 




es distinta.  En  el  caso del número  total de  receptores  (panel A)  a  tiempos  cortos de  exposición  a  L‐Glu  se 
observa un descenso significativo de un 28% (p<0,05). Sin embargo, si el tiempo de exposición se prolonga, se 




















  Control  L‐Glu 100 µM 6h  L‐Glu 100 µM 24h  L‐Glu 100 µM 48h 
Bmáx 
(pmol/mg) 
133,75 ± 9,54  96,82 ± 4,66 **  374,50 ± 15,26 ***  214,54 ± 2,76 *** 
KD 
(nM) 






El estudio de  la  regulación de  los  receptores metabotrópicos de glutamato  como  consecuencia de  la 
exposición de la línea C6 a L‐Glu se amplió realizando ensayos de inmunocitoquímica, en los que, mediante el 
empleo de anticuerpos específicos se estudió la modulación de los subtipos mGlu1, mGlu5 y mGlu2,3, a nivel de 





















































































Figura  30:  La  exposición  a  L‐Glu 
modula  los  receptores 
metabotrópicos  en  la  superficie 
celular.  Diagrama  de  barras  que 
resume  los  resultados  expuestos 
en  la  Figura  29.  Las 
cuantificaciones  se  realizaron 
usando  el  software  LAS  AF 
empleando  un  mínimo  de  30 
campos por condición. Se exponen 
las medias  ±  SEM  obtenidas  para 
cada  condición  experimental.  *** 
p<0,001 estdísticamente diferente 








  mGlu1  mGlu5  mGlu2,3  PLCβ1 
L‐Glu 100 µM 6h  ↓***  ≈  ≈  ↓*** 
L‐Glu 100 µM 24h  ↓***  ≈  ≈  ↓*** 







su  agonista  endógeno  es  específica  de  cada  subtipo.  Así,  mientras  que  el  subtipo  mGlu1  disminuye 
significativamente  sus niveles en  la membrana plasmática en  todas  las  condiciones empleadas,  los  subtipos 
mGlu5 y mGlu2,3 no  resultan modulados en estas condiciones. Por otro  lado  la cantidad de  la PLCβ1  también 
disminuye de forma significativa en todas las condiciones ensayadas. 
Estos  resultados  sugieren  que  la  exposición  a  L‐Glu modula  a  la  baja  selectivamente,  al menos,  el 






























































































































Figura  31:  Efecto  de  la  exposición  a  L‐Glu  sobre  la  expresión 
génica  de mGlu1  y  PLCβ1.  Células  C6  fueron  expuestas  a  L‐Glu 
100  µM  durante  6,  24  o  48  horas  o  se  mantuvieron  en 
condiciones control con el fin de aislar su ARN. Los experimentos 
de  RT‐PCR  a  tiempo  real  se  realizaron  empleando  sondas 
específicas para  los  genes mostrados.  Los datos  expuestos  son 
las medias ± SEM de 3 experimentos  independientes  realizados 




Debido a  las variaciones en  la cantidad de proteína detectadas por  inmunofluorescencia se realizó un 
estudio  más  exhaustivo  de  la  funcionalidad  del  sistema  formado  por  los  receptores  metabotrópicos  de 





celular C6  a  L‐Glu  (Control: 7,39 ± 0,35;  L‐Glu 100 µM: 6h: 6,47 ± 0,36; 24h: 6,57 ± 0,24; 48h: 9,53 ± 1,41 
pmol/mg∙min). 










basal  (panel  A),  así  como  su  efecto  sobre  la  funcionalidad  del  sistema  estimulado  por  L‐Glu  o  DHPG  100  µM  de  los  receptores 
metabotrópicos de glutamato (panel B). Los datos expuestos son las medias ± SEM de, al menos, 3 experimentos independientes realizados 










































































Estos  resultados  apuntan  a  que,  a  pesar  de  las  variaciones  observadas  en  el  receptor  mGlu1  en 
membrana plasmática y en la cantidad total de la isoforma PLCβ1, la capacidad de estimulación de la actividad 
PLC empleando ligandos del grupo I no resulta alterada en estas condiciones, es decir, la disminución en mGlu1 
y  PLCβ1  no  es  suficiente  para  disminuir  la  funcionalidad  del  sistema,  lo  que  implica  que  la  presencia  del 
receptor mGlu5 debe ser determinante para ésta. 



















En el panel B, se aprecia  la capacidad de  inhibir  la actividad AC basal de (2R,4R)‐APDC, agonista de  los 
receptores  del  grupo  II,  y  L‐AP4,  agonista  de  los  receptores  del  grupo  III.  En  el  caso  de  los  receptores 



































































































plasmática  en  esta  línea  celular  se  empleó  la  técnica  de  unión  de  radioligando,  usando  [3H]DPCPX  como 
antagonista específico del receptor A1 y CPA frío para calcular la unión inespecífica. Los resultados se muestran 
en la Figura 34. 











100 µM durante 6, 24 o 48 horas.  Se  realizaron ensayos de unión de  radioligando empleando  [3H]DPCPX.  Los datos expuestos  son  las 


























































































Como se observa en  la mencionada  figura, panel A,  la exposición a L‐Glu 100 µM a distintos  tiempos 
también ejerce un efecto  sobre el número de  receptores A1 existentes en  la  superficie de estas  células. En 
concreto, dicha exposición aumenta significativamente el número de receptores A1 en la membrana plasmática 



























medias  ±  SEM  de,  al menos,  3  experimentos  independientes  realizados  por  duplicado  empleando  diferentes  pases.  Los  parámetros 
cinéticos calculados, Bmax (panel A) y KD (panel B), se obtuvieron a partir de los resultados experimentales empleando el software GraphPad 






Como  se  observa  en  la  Figura  35,  panel  A,  la  exposición  a  L‐Glu  ejercía  sobre  el  número  total  de 
receptores A2A el efecto contrario que el descrito para el receptor A1, es decir, en este caso el L‐Glu disminuía la 






horas  (p<0,01) aunque estando  la diferencia entre  los datos obtenidos a  las 6 y a  las 48 horas cercana a  la 
significatividad (p=0,068). Por otro lado no se observan diferencias significativas entre los resultados obtenidos 
a 24 y a 48 horas de exposición a L‐Glu. 










sobre  los  receptores A2A, al contrario de  lo que ocurría con  los  receptores A1, no aumenta  si  se prolonga el 
tiempo de exposición a L‐Glu hasta las 48 horas. 
Una vez analizado el efecto de la exposición a L‐Glu en las células C6 a nivel de la membrana plasmática, 





































































































100 µM durante 6, 24 o 48 horas o  se mantuvieron en  condiciones  control  con el  fin de aislar  su ARN.  Los experimentos de RT‐PCR a 
tiempo real se realizaron empleando sondas específicas para los genes mostrados. La exposición a L‐Glu no afecta a la expresión de A1 y A2B 
(panel  A),  aunque  disminuye  la  de  A2A  y  A3  (panel  B).  Los  datos  expuestos  son  las medias  ±  SEM  de  3  experimentos  independientes 
realizados por duplicado empleando distintas muestras. * p<0,05, ** p<0,01, significativamente diferente con respecto a su control. 
 
Estos resultados  indican que mientras que el glutamato ejerce un efecto a nivel de  la regulación de  la 
expresión génica para el receptor A2A, observándose disminuciones en la expresión de este gen al igual que se 
observaron en el ensayo de unión de radioligando, en el caso del receptor A1 los aumentos a nivel de proteína 
descritos  con  anterioridad  no  se  deben  a  variaciones  de  la  expresión  del  correspondiente  gen,  sino  a 
mecanismos post‐transcripcionales. 











































































































































antes de  realizar  los  ensayos  enzimáticos para  la  acumulación de AMPc.  Se  estudió  el  efecto de  la  exposición  a  L‐Glutamato  sobre  la 
inhibición  de  la  actividad  AC  por  el  receptor  A1  (panel  A),  empleando  el  agonista  específico  CHA  a  100  µM  para  inhibir  la  actividad 
estimulada por forskolina 5 µM. También se comprobó el efecto en la estimulación de la actividad AC promovida por el receptor A2A (panel 
B), para lo cual se empleó el agonista específico CGS 21680 a 1µM. Los datos expuestos son las medias ± SEM de, al menos, 3 experimentos 
independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintos  cultivos.  *  p<0,05,  **  p<0,01  significativamente  diferente  con  su 












De  forma  adicional  se  estudió  el  efecto  que  ejercía  la  exposición  a  L‐Glu  sobre  dos  factores  de 





















































































de  los  factores CREB  y CREM. Células C6  fueron  expuestas  a  L‐Glu 
100 µM durante 6, 24 o 48 horas o  se mantuvieron en condiciones 
control  con  el  fin  de  aislar  su ARN.  Los  experimentos  de  RT‐PCR  a 
tiempo  real  se  realizaron  empleando  sondas  específicas  para  los 
genes  codificantes para  los  factores de  transcripción CREB y CREM. 
Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3  experimentos 
independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintas 






Un  resumen de  los  datos obtenidos  en  los  experimentos descritos  en  este  capítulo  se  expone  en  la 
siguiente  tabla  (Tabla 11). En  la misma,  sólo  se muestra  si  se han observado variaciones en  los parámetros 

















































↓  ↓  ↓  ARNm A1  ≈  ≈  ≈ 
ARNm mGlu1  ≈  ≈  ≈  ARNm A2A  ↓  ↓  ↓ 
Proteína 
mGlu5 
≈  ≈  ≈  ARNm A2B  ≈  ≈  ≈ 
Proteína 
mGlu2,3 
≈  ≈  ≈  ARNm A3  ↓  ↓  ↓ 
Proteína 
PLCβ1 
↓  ↓  ↓  Actividad A1/AC  ↑  ↑  ↑ 





basal  ≈  ≈  ≈  ARNm CREB  ≈  ≈  ↓ 
Actividad PLC 
grupo I  ≈  ≈  ≈  ARNm CREM  ≈  ≈  ↓ 
Actividad AC 
basal  ≈  ≈  ≈         
Actividad AC 
grupo II  ≈  ≈  ≈         
Actividad AC 
grupo III  ≈  ≈  ≈         
 





























































de  glutamato,  en  el  que  los  experimentos  realizados  hasta  la  fecha  no  arrojan  luz  sobre  el  posible  papel 
neuroprotector o no que puedan desarrollar esta familia de receptores acoplados a proteínas G, especialmente 
los incluidos en el grupo I. 
Para  ello  se  estableció  unas  condiciones  de  hipoxia moderada,  consistentes  en  la  disminución  de  la 
presión parcial de oxígeno hasta un valor de un 5%, valor en el que, según los datos bibliográficos disponibles, 
empiezan a apreciarse los efectos de la hipoxia producidos por el principal factor de transcripción encargado de 










un  incremento de  la expresión génica de  caspasa 3 a  los distintos  tiempos ensayados. Este  incremento, no 
obstante, sólo resulta estadísticamente significativo tras 24 horas de exposición a hipoxia moderada (p<0,05), 
momento en el que la expresión aumenta un 29% sobre la expresión basal. Por otro lado, es destacable que el 
incremento  de  expresión  observado  tras  6  horas  de  exposición,  de  un  26%,  estuvo  cerca  de  resultar 
estadísticamente significativo (p=0,051). 
 
Figura  39:  Efecto  de  la  hipoxia moderada  sobre  la  expresión  de 
caspasa 3. Neuronas corticales fueron expuestas a hipoxia moderada 


















































Figura  40:  La  exposición  a  hipoxia  moderada  disminuye  la 




realizados  por  triplicado,  expresados  porcentualmente  con 







18%,  comparada  con  neuronas  corticales mantenidas  en  normoxia,  y  resulta  estadísticamente  significativa 
(p<0,01). 
Por último, para comprobar si  la muerte celular ocurría por mecanismos apoptóticos, como sugería el 
aumento de  la expresión génica de  la caspasa 3, se procedió a evaluar  la morfología celular de  las neuronas 
corticales sometidas a bajas presiones parciales de oxígeno y neuronas corticales mantenidas en condiciones 
normóxicas. Los  resultados obtenidos  se exponen en  la Figura 41, en  la que  se muestra que  la exposición a 
hipoxia moderada durante 24 horas fomenta  la aparición de cuerpos apoptóticos, marcador característico de 
células apoptóticas  (% células apoptóticas: Control: 10,50 ± 1,22; 5% O2 24h: 31,53 ± 3,52%, p<0,001). Si  se 
calcula  la disminución  real  en  la  viabilidad  en  este experimento,  entendiendo que  todas  las  células que no 
presentan cuerpos apoptóticos son viables, se obtiene por este método una disminución en la viabilidad de un 
24%  con  respecto  a  la  situación  control,  lo  que  se  encuentra  en  el  rango  de  los  resultados  obtenidos 










Figura  41:  La  exposición  a  hipoxia  moderada  desencadena 
procesos apoptóicos. Neuronas corticales se expusieron a 5% O2 
durante  24  horas  o  se  crecieron  en  condiciones  normóxicas. 
Transcurrido  este  tiempo  las  células  se  fijaron  y  se  realizó una 
tinción de la cromatina con Hoechst. Los datos expuestos son las 
medias ± SEM de 2 experimentos  independientes en  los que se 
contaron  una  media  de  10  campos  (20X)  por  condición, 
expresados  porcentualmente  con  respecto  a  la  cantidad  de 
células  apoptóticas  observadas  por  campo.  ***  p<0,001 
significativamente diferente con respecto al control. En el panel 









La  variación  del  número  total  de  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  se  midió  empleando 
L‐[3H]Glu,  tal y como   se describe en Métodos. Los  resultados obtenidos en neuronas corticales sometidas a 
hipoxia moderada se muestran en la Figura 42 y un resumen se expone a continuación en la Tabla 12. 
Como  se observa  en  la  Figura 42, panel A,  la  exposición de neuronas  corticales  a hipoxia moderada 
produce  un  incremento  gradual  del  número  de  receptores metabotrópicos  de  glutamato  en  la  superficie 
celular. Así, se encontraron aumentos en el número de receptores de un 34% tras 2 horas, 95% tras 6 horas y 
de un 154% después de 24 horas de exposición a hipoxia moderada. De estas variaciones sólo las encontradas a 
las  6  horas  (p<0,001)  y  a  las  24  horas  (p<0,05)  resultaron  ser  significativas  con  respecto  a  las  niveles  de 
receptores detectados en la situación control, mientras que tras 2 horas de exposición no lo fueron (p=0,180). 




Estos  resultados  sugieren  que  el  efecto  de  la  hipoxia  moderada  sobre  el  número  de  receptores 


























































































En  lo que  se  refiere a  la afinidad de  los  receptores, presentada en el panel B de  la misma  figura,  se 
observa que la hipoxia moderada no afecta a la afinidad de los receptores metabotrópicos de glutamato por su 
ligando. 









Figura  42:  La  exposición  a  hipoxia moderada modula  los  receptores metabotrópicos  en  la  superficie  celular. Neuronas  corticales  se 
expusieron a hipoxia moderada durante 2, 6 o 24 horas. Se realizaron ensayos de unión de radioligando empleando L‐[3H]Glu. Los datos 
expuestos son las medias ± SEM de, al menos, 3 experimentos independientes realizados por duplicado empleando diferentes cultivos. Los 
parámetros  cinéticos  calculados,  Bmax  (panel  A)  y  KD  (panel  B),  se  obtuvieron  a  partir  de  los  resultados  experimentales  empleando  el 
software GraphPad  Prism  5.0.  * p<0,05,  *** p<0,001  significativamente diferente  con  respecto  al  control;  ≠ p<0,05  significativamente 
diferente con respecto a las 2 horas de exposición. 
 
  Control  5% O2 2h  5% O2 6h  5% O2 24h 
Bmáx (pmol/mg)  577,23 ± 29,41  776,21 ± 132,03  1128,24 ± 46,89 *** 
a  1464,06 ± 360,88 * 
KD (nM)  3117,97 ± 68,73  2672,46 ± 649,11  2767,07 ± 821,50  2744,71 ± 558,96 
 






medida a  los distintos subtipos del receptor, se emplearon  los anticuerpos específicos disponibles contra  los 
receptores  mGlu1,  mGlu5  y  mGlu2,3  en  ensayos  inmunocitoquímicos,  como  se  ha  expuesto  en  Métodos. 
Además,  se analizó  también el efecto de  la hipoxia moderada  sobre  la  cantidad de proteína PLCβ1, primera 



































































































Un resumen de  los resultados obtenidos tras  la cuantificación y el análisis estadístico de  las  imágenes 
obtenidas se expone en la tabla siguiente. 
 
  mGlu1  mGlu5  mGlu2,3  PLCβ1 








estudio  de  la  cantidad  total  de  proteína  PLCβ1  demuestra  que  durante  la  exposición  a  hipoxia  ocurre  una 
disminución en la cantidad total de proteína. 
Con el fin de observar si las diferencias observadas eran producto de variaciones en la expresión génica 
como  consecuencia de  la exposición a bajas presiones parciales de oxígeno,  se  realizaron ensayos de PCR a 
tiempo  real  empleando  sondas  específicas  para  los  genes  codificantes  para  mGlu1,  mGlu5  y  PLCβ1.  Los 










moderada  sobre  la  actividad  PLC  basal  en  neuronas  corticales,  observándose  que  no  existen  diferencias 































































































































a  tiempo  real  se  realizaron  empleando  sondas  específicas para  los  genes mostrados.  Los datos  expuestos  son  las medias  ±  SEM de  3 





PLC  basal.  Neuronas  corticales  fueron  expuestas  o  no  a  5%  O2 
durante  24 horas  antes de  realizar  los  ensayos  enzimáticos para  la 
acumulación de IP3 basal. Los datos expuestos son las medias ± SEM 









































observa  una  reducción  considerable  sobre  las  estimulaciones  por  (S)‐DHPG,  sin  embargo  no  se  aprecian 
variaciones significativas en cuanto a  la capacidad de cada uno de ellos de actuar sobre sus correspondientes 
dianas. 














hipoxia moderada  sobre  la  funcionalidad del  sistema estimulado por DHPG,  agonista del  grupo  I de  los  receptores metabotrópicos de 

















































































































































AC  basal  (panel  A),  así  como  su  efecto  sobre  la  funcionalidad  del  sistema  inhibido  por  un  agonista  del  grupo  II  de  los  receptores 
metabotrópicos  de  glutamato,  (2R,4R)‐APDC  100  µM  (panel  B),  y  por  un  agonista  del  grupo  III,  L‐AP4  100  µM  (panel  C).En  B  y  C  los 
resultados se expresan como el tanto por ciento de la inhibición observada sobre la estimulación de forskolina 100 nM (Forsk). Los datos 
expuestos  son  las medias  ±  SEM  de  3  experimentos  independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintos  cultivos.  *  p<0,05 
significativamente  diferente  de  su  correspondiente  control.  En  los  ensayos  de  inhibición  ambos  grupos  resultaron  significativamente 
diferentes con respecto a su condición basal. 
 
De  esta  manera,  se  puede  concluir  que  la  exposición  de  neuronas  corticales  a  hipoxia  moderada 
potencia  la principal vía de transducción mediada por  los receptores metabotrópicos de  los grupos II y III, sin 
que ello afecte a la actividad basal de la propia AC. 
Debido  a  la  cantidad  de  citas  bibliográficas  que mencionan  que  la  bajada  de  oxígeno  desencadena 
procesos de liberación de adenosina al medio extracelular, se intentó comprobar si la adición de adenosina al 
medio  de  cultivo mimetizaba  de  alguna manera  los  efectos  observados  como  consecuencia  de  la  hipoxia 
moderada. Para ello, se empleó la concentración final de adenosina 1 µM, la cual inhibía de forma eficiente la 
transmisión sináptica durante  la  isquemia en el área CA1 (Pearson y col., 2006), durante 2, 6 y 24 horas y se 
realizaron  ensayos  de  unión  de  L‐[3H]Glu,  ya  que  fue  en  estos  ensayos  en  los  que  la  acción  de  la  hipoxia 
moderada resultó más patente. 
Los  resultados  obtenidos  se  exponen  en  la  Figura  48.  Como  se  observa,  la  exposición  a  adenosina 
durante los mismos tiempos que la hipoxia moderada induce cambios similares, aunque no idénticos, sobre los 
receptores metabotrópicos de  glutamato. En  cuanto  al número  total de  receptores  en  la  superficie  celular, 
panel  A,  se  observa  un  incremento  significativo  (al  menos  p<0,01)  en  todos  los  tiempos  estudiados  de 
alrededor de un 200% sobre la expresión basal de estos receptores. En el caso de las afinidades, panel B, lo que 
se observa es una disminución a  la mitad en el parámetro KD (al menos p<0,01), un aumento por tanto de  la 
afinidad del  receptor por su  ligando, con  respecto a  los datos obtenidos en neuronas corticales controles. A 




























































































  Control  Adenosina 1 µM 2h  Adenosina 1 µM 6h  Adenosina 1 µM 24h 
Bmáx (pmol/mg)  577,23 ± 29,41  1735,73 ± 101,53 ***  1502,90 ± 255,87 **  1538,56 ± 248,86 ** 
KD (nM)  3117,97 ± 68,73  1661,01 ± 248,53 ***  1685,84 ± 326,53 **  1533,48 ± 192,01 *** 
 




La  comparación  de  los  datos  obtenidos  durante  la  hipoxia moderada  y  durante  la  exposición  de  las 
neuronas corticales a adenosina se expone en la Figura 49. Como se observa, en el caso de las Bmáx, los datos 
obtenidos se van haciendo más parecidos según avanza el tiempo en ambos grupos de experimentos, siendo 
incluso  estadísticamente diferentes  (p<0,01)  en  el  caso de  la  comparación  a 2 horas. Para  las  afinidades,  a 
pesar  de  que  los  datos  obtenidos  son  distintos  en  la  hipoxia moderada  y  en  la  exposición  a  adenosina,  la 
comparación estadística de los mismos no revela diferencias significativas entre ambos. 
Si observamos las diferencias entre las Bmax obtenidas en ambos grupos de experimentos se deduce que 
durante  la  hipoxia moderada  ocurre  una  liberación  gradual  de  adenosina,  que  aparentemente  alcanza  su 
liberación  máxima  a  las  24  horas,  momento  en  el  que  los  datos  obtenidos  en  ambos  experimentos 






























































Así, se podrían observar  los cambios que ocurrían en periodos cortos de  reoxigenación sobre  los  receptores 
metabotrópicos de glutamato. 
Los  resultados obtenidos en estos experimentos  se exponen en  la  Figura 50. Como  se observa en el 


































































expusieron a hipoxia moderada 6 horas  (5% O2 6h),  transcurridas  las  cuales  se mantuvieron una hora más en  condiciones normóxicas 
(Reox). Transcurrido este tiempo se realizaron ensayos de unión de radioligando empleando L‐[3H]Glu. Los datos expuestos son las medias 










Tabla  15: Resumen de  los  resultados obtenidos  en  los  experimentos  de unión de  radioligandos  en neuronas  corticales  expuestas  a 
reoxigenación.  En  esta  tabla  se  exponen  los  resultados numéricos obtenidos para  el  cálculo de  los parámetros  cinéticos.  *** p<0,001 
significativamente diferente respecto al correspondiente control; ≠ p<0,05 significativamente diferente respecto a 5% O2 6 horas. 
 
Estos  resultados  sugieren que, durante  los procesos de  reoxigenación estudiados ocurren  fenómenos 
rápidos en sentido contrario a los descritos durante la hipoxia, ya que, el número total de receptores se acerca 
a un valor más parecido al obtenido en neuronas corticales controles. Por otro  lado, el aumento de afinidad 






























































Está  firmemente establecido en  la bibliografía que durante  los procesos de hipoxia/isquemia cerebral 
aumenta  la  concentración  de  adenosina  extracelular.  Esta  adenosina  ejerce,  en  principio,  un  efecto 
neuroprotector al activar  los receptores A1 e  inhibir  la  liberación de glutamato. Sin embargo,  los procesos de 






a  los mismos  tiempos que  se  realizaron  los ensayos del apartado anterior.  Los  resultados  se exponen en  la 
Figura 51. 





























  Control  5% O2 2h  5% O2 6h  5% O2 24h 
Bmáx (pmol/mg)  0,149 ± 0,006  0,597 ± 0,035 ***  0,541 ± 0,058 ***  0,504 ± 0,071 *** 
































































































  Control  5% O2 2h  5% O2 6h  5% O2 24h 
Bmáx (pmol/mg)  0,656 ± 0,051  0,432 ± 0,035 *  0,398 ± 0,033 **  0,389 ± 0,016 ** 
KD (nM)  13,25 ± 0,26  11,38 ± 2,65  13,77 ± 2,10  10,24 ± 1,94 
 












































































































en  ninguna  de  las  condiciones  ensayadas,  una  variación  de  la  expresión  génica  tal  que  resultara 
estadísticamente significativa,  lo cual sugiere que es a nivel post‐transcripcional donde ocurren  los procesos 
responsables de la modulación de estos receptores a nivel de la membrana plasmática. En el caso del receptor 






















































































































corticales  fueron expuestas a 5% O2 durante 2, 6 o 24 horas o  se mantuvieron en  condiciones  control  con el  fin de aislar  su ARN.  Los 
experimentos  de  RT‐PCR  a  tiempo  real  se  realizaron  empleando  sondas  específicas  para  los  genes  codificantes  para  los  factores  de 










con  el AMPc, CREB  y CREM,  se  encuentra disminuida  como  consecuencia de  la  exposición de  las neuronas 
corticales a hipoxia moderada. Por otro lado, a falta de confirmación a nivel de expresión proteica, parece que 
no es HIF‐1α el responsable de los efectos observados en este modelo de hipoxia moderada, por dos motivos: 
por un  lado,  su expresión génica no aumenta al disminuir  la presión parcial de oxígeno y, por otro  lado,  la 
expresión  génica  del  principal  represor  de  HIF‐1α,  HIF‐3α,  sí  que  aumenta  como  consecuencia  de  la 
disminución en la presión parcial de oxígeno en las neuronas corticales en cultivo. 
Una vez confirmadas experimentalmente las variaciones en la densidad de receptores de adenosina A1 y 
A2A  a  nivel  de  la membrana  plasmática  y  el  estado  alterado  de  los  niveles  de  ARNm  de  los  factores  de 
transcripción CREB y CREM, el siguiente paso debía ser comprobar la capacidad de los receptores A1 y A2A para 




























































































sobre  la  inhibición de  la actividad AC por el receptor A1 (panel A), empleando el agonista específico CHA a 1 µM para  inhibir  la actividad 






hipoxia,  se  observa  una  mayor  capacidad  de  éste  para  inhibir  la  enzima  adenilato  ciclasa  previamente 
estimulada.  Este  aumento  funcional  del  receptor  A1  resultaba,  además,  significativo  estadísticamente  (% 
inhibición: Control: 24,95 ± 2,89; 5% O2 24h: 40,17 ± 3,19, p<0,05). 
En el caso del receptor A2A los resultados obtenidos se exponen en el panel B de la misma Figura. Como 




modulada como consecuencia de  la exposición de  las neuronas corticales a hipoxia moderada,  resultando  la 
funcionalidad del receptor A1 aumentada y la del A2A disminuida, como en principio cabría esperar debido a las 
variaciones descritas en la densidad de ambos receptores en la membrana plasmática de estas células. 








































































































6 horas de exposición el aumento es sólo de 6,3 veces con  respecto al control  (p<0,001) y  tras 24 horas de 
exposición  el  aumento  es  de  4,1  veces  con  respecto  al  control  (p<0,001),  es  decir,  un mayor  tiempo  de 




En el  caso de  las  afinidades  (panel B)  la exposición de neuronas  corticales  a  adenosina produce una 
disminución  significativa de  la  afinidad  en  todos  los  casos. Como  se observa,  tras  2 horas de  exposición  la 
disminución  de  la  afinidad  fue  de  18  veces  con  respecto  al  control  (p<0,01),  tras  6  horas  fue  de  14  veces 















































  Control  Adenosina 1 µM 2h  Adenosina 1 µM 6h  Adenosina 1 µM 24h 
Bmáx (pmol/mg)  0,149 ± 0,0066  1,594 ± 0,275 ***  0,932 ± 0,134 ***  0,607 ± 0,044 *** 
KD (nM)  1,165 ± 0,16  21,12 ± 4,69 **  16,52 ± 1,85 ***  9,538 ± 1,61 *** 
 




Posteriormente  se compararon estadísticamente  los  resultados obtenidos  tras  la exposición a hipoxia 
moderada y a adenosina 1 µM. Los resultados obtenidos en esta comparativa se muestran en la Figura 57. 













experimentales  a  las  24  horas,  sin  embargo,  a  tiempos más  cortos  de  exposición,  la  adenosina  induce  un 
incremento  del  número de  receptores mayor  que  la hipoxia moderada,  tanto  a  2  como  a  6  horas,  siendo, 
además, este incremento estadísticamente significativo (p<0,05). 
En  lo  que  respecta  a  la  afinidad  de  los mismos  (panel  B),  la  comparación  de  los  valores  obtenidos 
desprende las mismas conclusiones que en el caso del número de receptores, con la excepción de que, en este 

















































































Figura  58.  A  todos  los  tiempos  ensayados  se  observaron  disminuciones  significativas  (al  menos  p<0,05) 
superiores al 30% en el número de receptores con respecto a la situación control. Por otro lado, la comparación 
estadística de estos resultados entre los distintos grupos no reveló diferencias. 
















la  afinidad  de  los  receptores  A2A  en  neuronas  corticales  no  resulta  afectada  como  consecuencia  de  dicha 
exposición. 









































  Control  Adenosina 1 µM 2h  Adenosina 1 µM 6h  Adenosina 1 µM 24h 
Bmáx (pmol/mg)  0,656 ± 0,051  0,447 ± 0,045 *  0,403 ± 0,026 **  0,408 ± 0,066 * 
KD (nM)  13,25 ± 0,26  12,44 ± 0,90  10,78 ± 2,03  12,02 ± 2,50 
 





















µM que bajo  la  influencia de  la hipoxia moderada. Si comparamos estos resultados con  los obtenidos para el 
receptor  A1  se  observa  que  éste  es  más  susceptible  de  ser  regulado  por  pequeñas  variaciones  en  la 
concentración de adenosina, mientras que el receptor A2A parece responder igual ante cualquier estímulo que 
suponga  liberación de adenosina,  lo que hace al  receptor A1 candidato a orquestar  las  respuestas  celulares 
frente a variaciones en la concentración de adenosina. 
Al igual que en el apartado anterior, se estudió si los efectos observados en los parámetros cinéticos de 
los  receptores  A1  y  A2A  como  consecuencia  de  la  exposición  a  hipoxia  eran  reversibles  o  no.  Para  ello,  las 




















































aumento de receptores A1 observado durante  la hipoxia disminuye  tras  la reoxigenación. De esta manera se 
aprecia una disminución significativa en el número de receptores totales con respecto a los detectados durante 
la  hipoxia moderada  de  un  34%  (p<0,05),  aunque  este  número  sigue  siendo  2,6  veces  superior  a  la  Bmax 
detectada en neuronas corticales controles (p<0,01). 
En  el  caso  de  la  afinidad  del  receptor  A1  (panel  B),  se  aprecia  el  mismo  efecto  que  el  descrito 
anteriormente, el parámetro KD tras la reoxigenación sigue siendo más elevado que el control, en concreto 3,7 
veces  (p<0,05), pero es a  la vez estadísticamente menor, un 60%, que el descrito para  la hipoxia moderada 
(p<0,05). 
















lo  que  ocurría  para  el  estudio  del  receptor  A1,  una  hora  de  reoxigenación  no  es  suficiente  para  observar 

























































Figura  61:  La  exposición  a  hipoxia  no  produce  efectos  reversibles  sobre  los  receptores  A2A  de  adenosina.  Neuronas  corticales  se 
expusieron a hipoxia moderada 2 horas  (5% O2 2h),  transcurridas  las  cuales  se mantuvieron una hora más en  condiciones normóxicas 
(Reox).  Transcurrido  este  tiempo  se  realizaron  ensayos  de  unión  de  radioligando  empleando  [3H]DPCPX.  Los  datos  expuestos  son  las 








A1  0,394 ± 0,069 **≠ 4,28 ± 1,06 *≠ 
A2A   0,436 ± 0,022 * 11,23 ± 1,63 
 
Tabla 20: Resumen de  los  resultados obtenidos en  los experimentos de unión de  radioligandos para  los  receptores de adenosina en 




















































≈  ≈  ≈  ARNm A1  ≈  ≈  ≈ 
Proteína mGlu1   
 
↑  ARNm A2A  ≈  ≈  ≈ 
ARNm mGlu1  ↓  ↓  ↓  ARNm A2B  ≈  ↑  ↑ 
Proteína mGlu5   
 
↑  ARNm HIF‐1α  ≈  ≈  ≈ 
ARNm mGlu5  ≈  ≈  ≈  ARNm HIF‐3α  ≈  ↑  ↑ 
Proteína mGlu2,3   
 
↑  ARNm CREB  ≈  ↓  ↓ 
Proteína PLCβ1   
 
↓  ARNm CREM  ≈  ↓  ↓ 
ARNm PLCβ1  ≈  ≈  ≈  Actividad A1/AC      ↑ 
Actividad PLC 
basal     




































  ≠           
 
Tabla 21: Resumen de  los resultados obtenidos en neuronas corticales expuestas a hipoxia. En esta tabla se exponen gráficamente  los 






  Ado 1 µM 2h  Ado 1 µM 6h  Ado 1 µM 24h 
Bmax unión L‐[
3H]Glu  ↑  ↑  ↑ 
KD unión L‐[
3H]Glu  ↓  ↓  ↓ 
Bmax unión [
3H]DPCPX  ↑  ↑  ↑ 
KD unión [
3H]DPCPX  ↑  ↑  ↑ 
Bmax unión [
3H]ZM241385  ↓  ↓  ↓ 
KD unión [
3H] ZM241385  ≈  ≈  ≈ 
 
Tabla 22: Resumen de los resultados obtenidos en neuronas corticales tratadas con adenosina. En esta tabla se exponen gráficamente los 




































































horas.  Transcurrido  este  tiempo  se  midió  la  viabilidad  celular 
mediante  el  test  basado  en MTT.  Los  datos  expuestos  son  las 
medias  ±  SEM  de,  al  menos,  3  experimentos  independientes 









disminución de  la presión parcial de oxígeno,  incluso durante tiempos tan cortos como dos horas, modula  la 































































































  Control  5% O2 2h  5% O2 6h  5% O2 24h 
Bmáx (pmol/mg)  133,75 ± 9,54  317,66 ± 19,26 ***  310,28 ± 33,41 ***  298,33 ± 24,37 *** 
KD (nM)  707,59 ± 44,45  2058,41 ± 169,39 ***  2103,56 ± 384,82 *  1687,13 ± 219,70 *** 
 






en  células  C6  sobre  los  genes  codificantes  para  el  receptor mGlu1  y  para  la  enzima  PLCβ1.  Los  resultados 
obtenidos tras estos experimentos se exponen en la Figura 64. 
Como se observa, a pesar de no haberse detectado diferencias en  la modulación del número total de 
receptores  entre  los  distintos  tiempos de hipoxia,  en  el  caso del  gen  codificante para mGlu1  se  aprecia un 
aumento progresivo de su expresión con el tiempo de exposición a la hipoxia moderada, aunque sólo resultan 
significativos desde un punto de vista estadístico tras 24 horas de tratamiento (p<0,05). Porcentualmente estos 
















































































































una enzima  relacionada directamente  con el  receptor mGlu1 y  con  la  transducción de  la  señal mediada por 
éste, como es la PLCβ1, como se observa en la Figura 64. 
 




se  realizaron  empleando  sondas  específicas  para  los  genes 
mostrados.  Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3 
experimentos  independientes  realizados  por  duplicado  empleando 





Dado  el  aumento  observado  en  la  expresión  génica  de  mGlu1,  a  pesar  de  no  observar  cambios 
significativos  en  la  expresión  de  PLCβ1  que  sugirieran  que  el  sistema  de  transducción  mediado  por  los 
receptores del grupo  I pudiera estar alterado,  se  realizaron ensayos enzimáticos de actividad PLC en células 
controles y expuestas a hipoxia moderada. 


































































de activar  la enzima PLC  se veía alterada en estas  condiciones. Así,  como  se expone en  la  Figura 66, no  se 
aprecian  diferencias  significativas  en  la  capacidad  de  L‐glutamato,  agonista  de  todos  los mGlu,  ni  en  la  de 
(1S,3R)‐ACPD,  agonista  de  los  grupos  I  y  II,  de  estimular  el  sistema  de  la  PLC  en  células  controles  y  en  las 
sometidas  a  la  hipoxia moderada.  En  todos  los  casos  expuestos,  la  estimulación  de  la  PLC  observada  era 
estadísticamente significativa con respecto a su valor basal medido (al menos, p<0,05). 
Estos resultados indican que, a pesar de los cambios observados a nivel del número total de receptores 





los  receptores metabotrópicos  del  grupo  I.  Células  C6  fueron 
expuestas o no a 5% O2 durante 24 horas antes de  realizar  los 
ensayos  enzimáticos  para  la  acumulación  de  IP3.  Se  estudió  el 
efecto de la hipoxia moderada sobre la funcionalidad del sistema 
estimulado  por  L‐Glu  100  µM,  agonista  endógeno  de  los 
receptores metabotrópicos,  así  como  por  (1S,3R)‐ACPD  1 mM, 
agonista de los grupos I y II de los receptores metabotrópicos de 






cantidad de  adenosina en el medio extracelular  como  consecuencia de  los procesos de hipoxia, por ello  se 
intentó  comprobar  si  el  efecto  observado  de  la  hipoxia  moderada  sobre  el  número  total  de  receptores 
metabotrópicos de glutamato era debido a un aumento en  la cantidad de adenosina del medio extracelular. 





significativo  del  número  total  de  receptores  a  nivel  de  la  membrana  plasmática  que  se  concreta  en  un 
incremento de un 116% tras 2 horas, un 109% tras 6 horas y de un 106% tras las 24 horas de tratamiento. Por  































































































  Control  Adenosina 1 µM 2h  Adenosina 1 µM 6h  Adenosina 1 µM 24h 
Bmáx (pmol/mg)  133,75 ± 9,54  288,47 ± 30,22 ***  279,73 ± 31,72 **  276,11 ± 55,50 * 
KD (nM)  707,59 ± 44,45  2344,71 ± 368,49 **  2231,58 ± 459,50 *  2126,69 ± 398,12 ** 
 








experimentos  de  hipoxia moderada  y  los  obtenidos  en  los  tratamientos  con  adenosina  revela  que  no  hay 








































Figura  68.  En  el  panel  A  se  expone  una  comparación  en  los  valores  obtenidos  para  el  número  total  de 
receptores, en el panel B, para la afinidad de los mismos. 















Se determinó para  los  receptores A1 de adenosina que  la hipoxia moderada, durante 2, 6 y 24 horas, 
producía a su vez una disminución de la densidad de receptores de este tipo en la superficie celular (Figura 69, 
panel A). Dicha disminución, se correspondía con  la pérdida de un 60% de  los  receptores A1  (panel B) e  iba 
asociada con un aumento en  la afinidad de  los mismos (panel C). Por otro  lado, no se observaron diferencias 
significativas al analizar el efecto de  la hipoxia moderada sobre  los receptores A1 entre  los distintos  tiempos 
ensayados. 
Una  vez  observado  el  efecto  de  la  hipoxia  a  nivel  de  la  superficie  celular  se  procedió  a  analizar  la 
funcionalidad de  los  receptores. Como  se ha descrito en  la  Introducción,  la principal vía de  transducción de 
señales mediada por el receptor A1 es la inhibición de la enzima adenilato ciclasa a través de una proteína Gi/o, 
por este motivo se estudió el efecto de  la hipoxia moderada sobre  la capacidad de transducción del receptor 















































































Figura  69:  La  exposición  a  hipoxia moderada modula  los 
receptores  A1  en  la  superficie  celular.  Células  C6  se 
expusieron a 5% O2 durante 2, 6 o 24 horas.  Se  realizaron 
ensayos de unión de radioligando empleando [3H]DPCPX. Los 
datos  expuestos  son  las medias  ±  SEM  de  3  experimentos 
independientes  realizados  por  duplicado  empleando 
diferentes  cultivos  (panel  A).  Los  parámetros  cinéticos 
calculados,  Bmax  (panel  B)  y  KD  (panel  C),  se  obtuvieron  a 
partir  de  los  resultados  experimentales  empleando  el 
software  GraphPad  Prism  5.0.  ***  p<0,001 
significativamente diferente con respecto al control. 


















A1  (panel  B),  empleando  el  agonista  específico  CHA  a  1 mM  para  inhibir  la  actividad  estimulada  por  forskolina  5  µM.  Por  último,  se 
comprobó que el efecto observado se producía a través del receptor A1, para ello se empleó DPCPX 100 µM, antagonista específico del 
receptor A1, durante los 5 minutos previos y se mantuvo durante el ensayo de acumulación (panel C). Los datos expuestos son las medias ± 
SEM  de,  al  menos,  3  experimentos  independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintos  pases.  **  p<0,01,  ***  p<0,001 
significativamente diferente del valor en normoxia; ++ p<0,01 y ### p<0,001, valor entre grupos significativamente diferente. 
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En  la  Introducción  se  apuntó  que  otra  vía  secundaria  de  transducción  de  señales  mediada  por  el 
receptor A1 era la activación de la fosfolipasa C con el consiguiente aumento del calcio intracelular. Dado que a 
pesar de la disminución tan notable de receptores A1 por causa de la hipoxia no se observaban alteraciones en 
el  sistema de  transducción  receptor A1  – proteína Gi/o  – AC,  comprobamos  la  capacidad de  transducción  a 
través del sistema PLC en condiciones normóxicas. Para ello se empleó Fluo4, una sonda sensible al calcio libre 
intracelular.  Como  se  observa  en  la  Figura  71,  panel  A,  en  condiciones  normóxicas  sólo  cuando  se  añadía 
(S)‐DHPG,  agonista  específico  del  subgrupo  I  de  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato,  acoplados 
principalmente  al  sistema  PLC,  se  observaba  un  aumento  del  calcio  intracelular, mientras  que  el  agonista 
específico  del  receptor  A1,  CHA,  no  era  capaz  de  estimular  el  sistema  PLC  a  las  distintas  concentraciones 
ensayadas. Por otro lado, en el panel B de la misma Figura, se muestra la batería de concentraciones ensayadas 
de los agonistas específicos del receptor A1, CHA y CPA, y también el control positivo del (S)‐DHPG, que asegura 
la validez del ensayo. Estos  resultados  sugieren que  la vía de  transducción principal de  los  receptores A1 en 
células C6 es la inhibición de la adenilato ciclasa y no el aumento de calcio intracelular a través de PLC. 
Con el fin de comprobar el efecto de la hipoxia moderada sobre los receptores A2A se usó la técnica de 
unión de  radioligandos,  empleando  en  este  caso  [3H]ZM241385  como  ligando marcado  y  teofilina  fría para 
medir  la  unión  inespecífica.  Como  se muestra  en  la  Figura  72,  panel  A,  la  hipoxia moderada  produce  un 
aumento de los receptores A2A en la superficie celular. Como se observa en el panel B, el aumento descrito es, 
al igual que en el caso de los receptores A1, independiente del tiempo de tratamiento y empieza a observarse a 
tiempos  tan cortos como 2 horas. Dicho aumento  se corresponde aproximadamente con un  incremento del 
60% del número total de receptores en la superficie celular (Control: 399,0 ± 16,6; 5% O2: 2h: 655,0 ± 45,5; 6h: 
657,0 ± 29,9, p<0,001; 24h: 679,0 ± 42,4 fmol/mg prot, p<0,001). 
Sin embargo, en esta ocasión el aumento del número de  receptores no  se  corresponde en  todos  los 
casos con una variación de la afinidad de los mismos, como se expone en el panel C de la misma Figura. Tras 2 
horas de hipoxia moderada se observaron variaciones significativas en el número total de receptores pero no 


































































































































































Figura  71:  Movilización  del  calcio  en  células  C6.  Células  C6  mantenidas  en  condiciones  normóxicas  se  incubaron  con  diferentes 
concentraciones de DHPG, agonista del grupo  I de  los  receptores mGlu, CPA y CHA, agonistas del  receptor A1. Panel A. Cambios en  la 
fluorescencia medidos en el tiempo desde el momento de aplicación del ligando. Los resultados son la media ± SEM del seguimiento de 40 




Figura  72:  La  exposición  a  hipoxia moderada modula  los 
receptores  A2A  en  la  superficie  celular.  Células  C6  se 
expusieron  o  no  a  5%  O2  durante  2,  6  o  24  horas.  Se 
realizaron  ensayos  de  unión  de  radioligando  empleando 
[3H]ZM241385. Los datos expuestos son las medias ± SEM de 
3  experimentos  independientes  realizados  por  duplicado 
empleando  diferentes  pases  (panel  A).  Los  parámetros 
cinéticos  calculados,  Bmax  (panel  B)  y  KD  (panel  C),  se 
obtuvieron  a  partir  de  los  resultados  experimentales 
empleando  el  software  GraphPad  Prism  5.0.  *  p<0,05,  ** 
p<0,01,  ***  p<0,001  significativamente  diferente  con 
respecto al control. 























































Figura  73:  Efecto  de  la  exposición  a  hipoxia  moderada  sobre  la 
actividad  AC  estimulada  por  los  receptores  A2.  Células  C6  fueron 
expuestas o no a 5% O2 durante 2, 6 o 24 horas antes de realizar los 
ensayos  enzimáticos  para  la  acumulación  de  AMPc.  Se  estudió  el 
efecto de la exposición a hipoxia moderada sobre la estimulación de 
la actividad AC promovida por el receptor A2A, para lo que se empleó 
el  agonista  específico  CGS  21680  a  1  µM,  así  como  la  capacidad 
estimuladora de NECA a 100 µM. Los datos expuestos son las medias 
± SEM de, al menos, 3 experimentos  independientes  realizados por 
duplicado  empleando  distintos  pases,  expresados  porcentualmente 







las  células  a hipoxia moderada durante  los mismos  tiempos. Como  se muestra  en  la  Figura 74, panel A,  el 
tratamiento  con  adenosina  produce  una  disminución  del  número  de  receptores A1  en  la  superficie  celular, 























































































A1  en  la  superficie  celular.  Células  C6  se  expusieron  a 
adenosina 1 µM durante 2, 6 o 24 horas. Posteriormente se 
realizaron  ensayos  de  unión  de  radioligando  empleando 
[3H]DPCPX. Los datos expuestos son  las medias ± SEM de 3 
experimentos  independientes  realizados  por  duplicado 
empleando  diferentes  pases  (panel  A).  Los  parámetros 
cinéticos  calculados,  Bmax  (panel  B)  y  KD  (panel  C),  se 













Aunque  no  estaba  descrita  la  regulación  al  alza  de  los  receptores  A2A  como  consecuencia  de  un 
tratamiento con agonista, a  la  luz de  los datos obtenidos para el receptor A1 en C6 se decidió  investigar qué 
efecto  tenía el  tratamiento  con adenosina en estos  receptores. Así,  como muestra  la  Figura 75, panel A, el 
tratamiento con adenosina producía, al igual que la exposición a hipoxia moderada, un incremento del número 
total de  receptores en  la superficie celular a  todos  los  tiempos ensayados. Los datos que se desprenden del 
análisis estadístico de  los valores de Bmax obtenidos, panel B,  (Control: 399,0 ± 16,6; adenosina: 2h: 589,0 ± 
66,0, p<0,05; 6h: 618,0 ± 46,3, p<0,01; 24h: 760,0 ± 39,9  fmol/mg prot, p<0,001)  indican que  además este 
aumento  es  similar  al  observado  tras  las  exposiciones  a  hipoxia moderada  e  independiente  del  tiempo  de 
exposición a adenosina. Sin embargo, en el caso de la afinidad del receptor A2A por su ligando, panel C, no se 











































A2A  en  la  superficie  celular.  Células  C6  se  expusieron  a 
adenosina 1 µM durante 2, 6 o 24 horas. Posteriormente se 
realizaron  ensayos  de  unión  de  radioligando  empleando 
[3H]ZM241385. Los datos expuestos son las medias ± SEM de 
3  experimentos  independientes  realizados  por  duplicado 
empleando  diferentes  cultivos(panel  A).  Los  parámetros 
cinéticos  calculados,  Bmax  (panel  B)  y  KD  (panel  C),  se 
obtuvieron  a  partir  de  los  resultados  experimentales 
empleando  el  software  GraphPad  Prism  5.0.  *  p<0,05,  ** 
p<0,01,  ***  p<0,001  significativamente  diferente  con 
respecto al control. 














se estudió si  la adición de ADA  (2 U/mL) durante  los periodos de hipoxia moderada era suficiente o no para 
revertir el efecto de la hipoxia sobre la densidad de los receptores. 
Dado que el efecto de la hipoxia sobre la densidad de receptores no era dependiente del tiempo, estos 
experimentos  sólo  fueron  llevados a  cabo a dos horas de exposición. Como  se muestra en el panel A de  la 
mencionada  figura,  en  el  caso de  los  receptores A1,  la  exposición  a  la  enzima mientras  se mantenían  a  las 
células  en  hipoxia  devolvía  los  niveles  de  receptores A1  a  valores  similares  a  los  obtenidos  en  la  situación 





























































































































































Figura  76:  Efecto  de  la  adenosina  desaminasa  durante  la  hipoxia.  Células  C6  se mantuvieron  en  condiciones  normóxicas  o  hipóxicas 
durante 2 horas en presencia o ausencia de 2 U/mL de ADA. Posteriormente se realizaron ensayos puntuales de unión de radioligando, 
siguiendo el procedimiento descrito en Métodos, empleando [3H]DPCPX a 20 nM, para medir la modulación de los receptores A1 (panel A), 




El estudio de  los receptores A2A en  las mismas condiciones arrojó resultados similares a  los obtenidos 








sensores  de  dicho  nucleósido  en  el  medio,  se  recurrió  al  empleo  de  antagonistas  específicos  de  ambos 
receptores para verificar si la adenosina ejercía su efecto directo sobre alguno de ellos. 
Al igual que en los experimentos descritos con anterioridad, estos ensayos sólo se realizaron con células 
sometidas  a  2  horas  de  hipoxia  moderada,  ya  que  la  variación  de  la  densidad  de  receptores  no  era 
significativamente diferente entre éste y  los otros tiempos de experimentación. Como se expone en  la Figura 
77, panel A,  la presencia de DPCPX, antagonista específico de  los  receptores A1, de ZM241385, antagonista 
específico de los receptores A2A, o de ambos, no producía ningún efecto sobre el ensayo puntual de unión de 
unión de [3H]DPCPX tras dos horas de incubación en normoxia. Sin embargo, la presencia de DPCPX cuando se 
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A1.  Células  C6  se mantuvieron  en  condiciones  normóxicas  o  hipóxicas  durante  2  horas  en  presencia  o  ausencia  de  DPCPX  a  10  µM, 
antagonista específico del receptor A1, de ZM241385 a 10 µM, antagonista específico del receptor A2A, o de una combinación de ambos 
ligandos.  Posteriormente  se  realizaron  ensayos  puntuales  de  unión  de  radioligando,  siguiendo  el  procedimiento  descrito  en Métodos, 
empleando  [3H]DPCPX  a  20  nM,  para medir  la modulación  de  los  receptores  A1  (panel  A),  y  [





Por  otro  lado,  cuando  se  realizaron  estos  mismos  experimentos  empleando  [3H]ZM241385  como 
radioligando,  los resultados obtenidos fueron similares tras dos horas de tratamiento, como se muestra en el 
panel B. Por un  lado, el empleo de  los antagonistas descritos no ejercía ningún efecto  sobre el número de 
receptores  A2A  en  condiciones  normóxicas.  Sin  embargo,  la  presencia  de  antagonistas  durante  la  hipoxia 
indicaba que el bloqueo de los receptores A1 durante este proceso bloqueaba a su vez el efecto de la hipoxia 





































0   2   6   24 0   2   6   24 0   2   6   24




hipoxia  moderada  sobre  la 
expresión  génica  de  los  receptores 
de  adenosina.  Células  C6  fueron 
expuestas a 5% O2 durante 2, 6 o 24 
horas  o  se  mantuvieron  en 
condiciones control (0h) con el fin de 
aislar  su  ARN.  Los  datos  expuestos 






Por otro  lado, en  lo que a  la expresión génica de factores de transcripción se refiere,  los resultados se 
resumen en la Figura 79. Como se observa  en la citada Figura, no existen variaciones significativas en HIF‐1α, el 
principal modulador de  los efectos de  la bajada de oxígeno,  lo que concuerda con  lo observado por Western 
blot  (datos no mostrados), mientras que para HIF‐3α, un regulador negativo de HIF‐1α,  lo que se observa es 




a  hipoxia  moderada  sobre  la 
expresión  génica  de  los  factores 
HIF‐1α,  HIF‐3α,  CREB  y  CREM. 
Células C6  fueron expuestas a 5% 
O2  durante  2,  6  o  24  horas  o  se 
mantuvieron  en  condiciones 
control  (0h) con el  fin de aislar su 
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Viabildad  ≈  ≈  ≈  ARNm A1  ≈  ≈  ≈ 
Bmax unión 
L‐[3H]Glu 
↑  ↑  ↑  ARNm A2A  ≈  ≈  ≈ 
KD unión 
L‐[3H]Glu 
↑  ↑  ↑  ARNm A2B  ≈  ≈  ≈ 
ARNm mGlu1  ≈  ≈  ↑  ARNm A3  ≈  ≈  ≈ 
ARNm PLCβ1  ≈  ≈  ≈  Actividad AC basal  ↓  ↓  ↓ 
Actividad PLC 
basal  ≈  ≈  ≈  Actividad A1/AC  ≈  ≈  ≈ 
Actividad PLC 
grupo I  ≈  ≈  ≈  Actividad A2A/AC  ↑  ↑  ↑ 
Bmax unión 
[3H]DPCPX 
↓  ↓  ↓  ARNm HIF‐1α  ≈  ≈  ≈ 
KD unión 
L‐[3H]DPCPX 
↓  ↓  ↓  ARNm HIF‐3α  ≈  ≈  ≈ 
Bmax unión 
[3H]ZM241385 
↑  ↑  ↑  ARNm CREB  ↓  ↓  ↓ 
KD unión 
[3H]ZM241385 
≈  ↑  ↑  ARNm CREM  ↓  ↓  ↓ 
 
Tabla 25: Resumen de los resultados obtenidos en células C6 expuestas a hipoxia moderada. En esta tabla se exponen gráficamente los 






  ADO 1 µM 2h  ADO 1 µM 6h  ADO 1 µM 24h 
Bmax unión L‐[
3H]Glu  ↑  ↑  ↑ 
KD unión L‐[
3H]Glu  ↑  ↑  ↑ 
Bmax unión [
3H]DPCPX  ↓  ↓  ↓ 
KD unión [
3H]DPCPX  ↓  ↓  ↓ 
Bmax unión [
3H]ZM241385  ↑  ↑  ↑ 
KD unión [
3H] ZM241385  ≈  ≈  ≈ 
 
Tabla 26: Resumen de los resultados obtenidos en células C6 expuestas a hipoxia moderada. En esta tabla se exponen gráficamente los 






En  2005  fue  publicado  por  este  grupo  de  investigación,  en  colaboración  con  el  grupo  del Dr.  Isidre 
Ferrer, un  trabajo en el que se  relacionaba  la cantidad  total de  receptores metabotrópicos de glutamato en 
membrana  plasmática  de  homogenados  de  corteza  frontal  de  cerebro  humano  con  la  progresión  de  la 
enfermedad de Alzheimer, en concreto se observaba que según avanzaba la enfermedad menor era la cantidad 






El  primer  paso  consistió  en  describir  el  modelo  de  toxicidad  in  vitro  a  emplear.  En  todos  estos 
experimentos no  se  empleó  el péptido  β  amiloide  completo,  cuyas  acumulaciones  son  características  en  la 
enfermedad de Alzheimer, sino que se empleó sólo  la  fracción del péptido que contenía el efecto  tóxico del 
péptido completo (Yankner y col., 1990). Ésta comprendía los aminoácidos que van del 25 al 35 (βA25‐35) de los 
cuarenta y dos que constituyen el péptido β amiloide encontrado en dichas acumulaciones. 











































































































empleo  de  las  dos  concentraciones más  altas  proporcionaba  resultados  estadísticamente  significativos. Así, 





investigación  antes  comentado  observaba  diferencias  entre  los  grados  de  avance  de  la  enfermedad  de 
Alzheimer y el nivel de receptores metabotrópicos en la superficie celular, se intentó emular el progreso de la 
enfermedad  in  vitro mediante  exposición  prolongada  al  fragmento  tóxico.  Se  establecieron  por  tanto  dos 
tiempos  de  incubación  sobre  los  que  se  realizarían  los  experimentos  posteriores:  un  tiempo  de  exposición 
medio, 24 horas, y un tiempo de exposición prolongado, 48 horas. 












SEM de 3 experimentos  independientes realizados por triplicado, expresados porcentualmente con respecto a  la viabilidad de  las células 
controles. ** p<0,01, *** p<0,001 significativamente diferente con respecto al control; ≠ p<0,05 diferencias significativas entre grupos. 
 
Los  experimentos  de  viabilidad  realizados  empleando  estos  dos  tiempos  de  exposición  y  la 
concentración  final de 25 µM para el  fragmento  tóxico  se exponen en el panel B de  la  Figura 80. Como  se 
observa en la citada Figura existen diferencias significativas en la viabilidad observada cuando se prolongaba el 
tiempo de exposición a βA25‐35 de 24 (% viabilidad: βA25‐35 25 µM 24h: 64,75 ± 3,83, p<0,001) a 48 horas (βA25‐35 





























































































El  último  paso  para  corroborar  la  validez  del modelo  de  toxicidad  descrito  fue  emplear  el  péptido 
amiloide  completo  a  la misma  concentración  a  la  que  se  empleó  el  fragmento  25‐35  en  los  experimentos 
anteriores y al mismo tiempo en ensayos de viabilidad sobre neuronas corticales. Los resultados obtenidos se 





Figura  81:  La  exposición  a  βA1‐42  disminuye  la  viabilidad  celular  de 
forma  similar  a  la  exposición  a  βA25‐35.  Neuronas  corticales  se 
expusieron a βA1‐42 25 µM durante 24 horas. Transcurrido este tiempo 
se midió la viabilidad celular mediante el test basado en MTT. Los datos 
expuestos  son  las medias  ±  SEM  de  3  experimentos  independientes 
realizados por  triplicado, expresados porcentualmente  con  respecto a 





Este último resultado es prácticamente  idéntico al obtenido cuando se empleó el  fragmento 25‐35,  lo 
que corrobora la hipótesis de que la toxicidad del péptido amiloide se encuentra en esos 10 aminoácidos. 










real  se  realizaron  empleando una  sonda  específica para  el  gen 
codificante para la caspasa 3. Los datos expuestos son las medias 
±  SEM  de  3  experimentos  independientes  realizados  por 

















































corticales  a  βA25‐35  in  vitro  induce  un  aumento  en  la  expresión  génica  de  la  caspasa  3,  aumento  que  se 





Figura  83:  Efecto  de  la  exposición  a  βA25‐35  sobre  la  actividad  de 
caspasa  3.  Neuronas  corticales  fueron  expuestas  a  βA25‐35  25  µM 
durante  24  o  48  horas  o  se  mantuvieron  en  condiciones  control 
Posteriormente  se  realizaron  ensayos  de  actividad  enzimática 
específicos  de  caspasa  3  empleando  el  kit  comercial  descrito  en 
Métodos.  Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3 





Por  otro  lado,  la  activación  de  la  capacidad  proteolítica  de  caspasa  3  como  consecuencia  de  la 
exposición a βA25‐35 se expone en la Figura 83. Para este estudio, se empleó un ensayo comercial basado en la 
emisión  de  fluorescencia  al  producirse  el  corte  proteolítico  específico  de  la  caspasa  3  sobre  un  péptido 
marcado con un  fluoróforo, tal y como se describe en Métodos. Como se observa, se aprecia un  incremento 
significativo de la actividad proteolítica de la caspasa 3 tanto a 24 como a 48 horas de tratamiento (p<0,05 para 









se  procedió  a  comprobar  el  efecto  de  esta  misma  exposición  sobre  los  niveles  de  los  receptores 













































































las  24  horas,  la  comparación  estadística  de  estos  resultados  determinó  que  los  valores  no  eran  lo 
suficientemente distintos como para ser considerados estadísticamente diferentes, no obstante, estaban muy 
cerca de serlo (p=0,059). 




Estos  resultados  demuestran  que  la  exposición  a  βA25‐35 modula  tanto  la  cantidad de  los  receptores 
metabotrópicos como la afinidad de estos por su ligando en la superficie celular de neuronas corticales. 










Figura 84:  La exposición a  βA25‐35 modula  los  receptores metabotrópicos en  la  superficie  celular. Neuronas  corticales  se expusieron a 
βA25‐35 25 µM durante 24 o 48 horas. Se  realizaron ensayos de unión de radioligando empleando L‐[
3H]Glu. Los datos expuestos son  las 


















































































































  Control  βA25‐35 25 µM 24 h  βA25‐35 25 µM 48 h 
Bmáx (pmol/mg)  577,23 ± 29,41  952,38 ± 8,74 ***  1178,22 ± 92,53 *** 
KD (nM)  3117,97 ± 68,74  1607,27 ± 423,00 **  1522,25 ± 162,64 *** 
 




Además se estudió si  la exposición a  βA25‐35  inducía cambios en  la expresión génica de  los genes que 



























entre  la  expresión  detectada  para mGlu1  tras  24  horas  y  la  detectada  tras  48  horas  de  exposición  existían 
diferencias significativas (p<0,01),  lo cual no resulta sorprendente puesto que  los datos obtenidos a 48 horas 





consecuencia  de  la  exposición  a  éste  agente  tóxico.  Así,  24  horas  de  exposición  suponen  una  disminución 
significativa de un 28% con respecto a la expresión basal (p<0,01), mientras que a tiempos más prolongados de 
exposición se detecta una disminución de un 33% (p<0,001) con respecto al basal. 





Con  el  fin de  ahondar más en  la  regulación  sufrida por  los  receptores metabotrópicos de  glutamato 
como consecuencia de la exposición a βA25‐35, se recurrió al empleo de anticuerpos específicos dirigidos contra 
epítopos extracelulares de los receptores mGlu1, mGlu5 y mGlu2,3, y también se estudió el comportamiento de 
la  proteína  PLCβ1,  según  los  procedimientos  descritos  en  Métodos.  Los  resultados  obtenidos  en  estos 
experimentos  tras  la  exposición  de  neuronas  corticales  a  βA25‐35  durante  24  horas,  en  comparación  con  la 
situación control, así como el análisis estadístico de  los mismos se exponen en  la Figura 86. En el panel A, se 




de  las distintas proteínas estudiadas. Así, en el caso de  los receptores del grupo  I, mGlu1 y mGlu5, acoplados 
principalmente  a  la  hidrólisis  de  fosfatidilinositoles,  se  observa  un  aumento  significativo  en  la  densidad  de 
ambos en la superficie celular, lo que contrasta con el marcado descenso observado en la cantidad total de la 





aumento  en  el  número  de  receptores  mGlu1  y  mGlu5,  y  se  encuentra  contrarrestado  por,  al  menos,  la 
disminución de  los receptores que componen el grupo  II, mGlu2,3. Por otro  lado,  la principal enzima a  la que 








































































































tras  los  experimentos  de  inmunofluorescencia  al  emplear  los  anticuerpos  para mGlu1, mGlu5, mGlu2,3  y  PLCβ1  en  neuronas  corticales 
controles y expuestas a βA25‐35 25 µM durante 24 horas. La barra representa 62 µm. Panel B. Diagrama de barras que resume los resultados 
expuestos en el panel A. Las cuantificaciones se realizaron usando el software LAS AF empleando un mínimo de 30 campos por condición 
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Dado que  el  efecto  tóxico  del  péptido  amiloide  puede  ser  debido  a  un  aumento  excesivo  del  calcio 
intracelular, se estudió el acoplamiento de  los receptores metabotrópicos de glutamato del grupo  I y  la PLC, 
realizándose ensayos enzimáticos de actividad en células controles y en células expuestas a βA25 35 durante 24 






Figura 87:  La exposición a  βA25‐35 no afecta  la actividad PLC basal. 
Neuronas  corticales  fueron expuestas o no a  βA25‐35 25 µM durante 
24  horas  antes  de  realizar  los  ensayos  enzimáticos  para  la 
acumulación de IP3 basal. Los datos expuestos son las medias ± SEM 





A continuación se estudió  la capacidad del agonista específico del grupo  I, (S)‐DHPG, para estimular  la 
actividad PLC tanto en neuronas corticales controles como en las sometidas a la exposición a βA25‐35, así como 
























































(S)‐DHPG  no  proporcionó  resultados  reveladores  acerca  de  si  alguno  de  los  dos  subtipos, mGlu1  o mGlu5, 
predominaba en la activación de la PLC sobre el otro o si existían cambios en la preferencia de alguno por esta 













Figura 88:  La exposición a  βA25‐35 afecta a  la  funcionalidad de  los  receptores metabotrópicos del grupo  I. Neuronas  corticales  fueron 
expuestas o no a βA25‐35 25 µM durante 24 horas antes de realizar los ensayos enzimáticos para la acumulación de IP3. Se estudió el efecto 
de la exposición a βA25‐35 sobre la funcionalidad del sistema estimulado por DHPG, agonista del grupo I de los receptores metabotrópicos 
de glutamato, así como el papel de  los subtipos mGlu1,  inhibido por  JNJ, y mGlu5,  inhibido por MPEP, en dicha  funcionalidad. Los datos 




glutamato  del  grupo  I  de  estimular  la  hidrólisis  de  fosfatidilinositoles,  en  concreto  se  observa  que  esta 
capacidad disminuye en neuronas corticales expuestas a βA25‐35, a pesar del aumento constatado en la cantidad 
de  los  receptores del grupo  I en  la superficie celular. Sin embargo, no se han detectado diferencias entre  la 
capacidad  de  los  2  subtipos de  receptores metabotrópicos  del  grupo  I  a  la hora de modular  esta  señal  en 
presencia de los antagonistas descritos. 








































disponía  de  las  herramientas  farmacológicas  necesarias  para  extender  este  estudio  a  los  receptores 
metabotrópicos  del  grupo  III,  se  planteó  si  la  exposición  a  βA25‐35  afectaba  a  la  capacidad  de  estos  para 
transmitir la señal a la enzima adenilato ciclasa. 
El primer paso consistió en comprobar si la mera exposición de neuronas corticales a βA25‐35 afectaba a 
los  niveles basales de  activación de  la  enzima AC. Así,  como  se  expone  en  la  Figura  89,  se  aprecia que no 
existen  diferencias  significativas  entre  los  valores  basales  de  actividad  obtenidos  en  ambas  condiciones 


















toxicidad  in  vitro,  a  pesar  de  la  disminución  en  el  número  de  receptores  del  grupo  II  detectada  por 
inmunofluorescencia (% inhibición: Control: 42,76 ± 5,60; βA25‐35: 21,65 ± 11,41%). 
En  cuanto  al  empleo  de  L‐AP4  en  los mismos  experimentos  (panel  B)  se  observa  que,  en  neuronas 
expuestas al fragmento tóxico, este ligando tiene una mayor capacidad de inhibir la actividad de la enzima AC 

















































































































(2R,4R)‐APDC 100 µM  (panel A), y por un agonista del grupo  III, L‐AP4 100 µM  (panel B). Los  resultados se expresan como el  tanto por 






un  posible  papel  neuroprotector  en  ciertas  enfermedades  neurodegenerativas.  No  obstante,  este  papel 
neuroprotector  no  está  todavía  claro.  Por  otro  lado,  ha  sido  recientemente  descrito  por  este  grupo  de 
investigación  el  incremento  del  número  total  de  receptores  A1  y  A2A  en  la  corteza  frontal  de  cerebros  de 
pacientes diagnosticados con la enfermedad de Alzheimer (Albasanz y col., 2007). 
En  este  apartado  se  estudiará  el  efecto  que  ejerce  in  vitro  la  exposición  de  neuronas  corticales  de 
cerebro de rata a βA25‐35 sobre  la cantidad de receptores A1 y A2A en  la superficie celular. Estos resultados se 
completarán con estudios de PCR a  tiempo  real y ensayos de actividad AC. Dado que en el desarrollo de  la 
enfermedad de Alzheimer se describen varios estadios  (Braak y Braak, 1998), se ha planteado el modelo de 
toxicidad in vitro en dos etapas: exposición a βA25‐35 25 µM durante 24 horas y durante 48 horas. 
Para determinar el número  total de  receptores en  la  superficie  celular  se usó  la  técnica de unión de 
radioligandos,  empleando  [3H]DPCPX,  y  [3H]ZM241385,  para  cuantificar  los  receptores  A1  y  A2A, 
respectivamente. 
Los  resultados obtenidos en estos experimentos para determinar  la densidad de  receptores A1 en  la 






















































































  Control  βA25‐35 25 µM 24 h  βA25‐35 25 µM 48 h 
Bmáx (pmol/mg)  0,149 ± 0,006  0,545 ± 0,101 **  0,423 ± 0,066 ** 
KD (nM)  1,16 ± 0,16  7,51 ± 2,35 *  5,51 ± 1,33 * 
 
Tabla 29: Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de unión de [3H]DPCPX en neuronas corticales expuestas a βA25‐35. 





tras  48  horas  de  exposición.  Estos  resultados  son  estadísticamente  diferentes  con  respecto  a  los  datos 
obtenidos  en  la  situación  control  (p<0,01  en  ambos  casos)  y,  sin  embargo,  no  son  estadísticamente 
significativos cuando son comparados entre sí (p=0,35). 
El  análisis  de  los  datos  obtenidos  para  la  afinidad  de  los  receptores  A1  indica  que  la  exposición 










































































En  el  caso  del  receptor  A2A  los  resultados  obtenidos  para  los  ensayos  de  unión  de  radioligando  se 
exponen en la Figura 92. A continuación se muestran resumidos los parámetros cuantificados en estos ensayos 
Tabla 30). 
Los  resultados  obtenidos  demuestran  que,  en  el  caso  del  receptor  A2A,  se  necesita  una  exposición 
prolongada  a  βA25‐35  para  observase  efectos  en  su  regulación  a  nivel  de  la  densidad  de  receptor  en  la 
membrana  plasmática.  En  concreto  a  las  48  horas  se  produce  un  aumento  significativo  de  la  cantidad  de 


















  Control  βA25‐35 25 µM 24 h  βA25‐35 25 µM 48 h 
Bmáx (pmol/mg)  0,656 ± 0,051  0,557 ± 0,056  1,178 ± 0,043 *** ≠≠≠ 
KD (nM)  13,26 ± 0,26  10,33 ± 1,22  13,96 ± 4,69 
 
Tabla 30: Resumen de  los  resultados obtenidos en  los experimentos de unión de  [3H]ZM241385 en neuronas  corticales expuestas a 









































































































Estos  resultados,  en  conjunto,  indican  que  existe  una  regulación  diferencial  de  los  receptores  de 
adenosina A1 y A2A como consecuencia de la exposición in vitro a βA25‐35 a nivel tanto del número de receptores 
como de  la afinidad de  los mismos por  su  ligando  y que, en el  caso del  receptor A2A, depende además del 
tiempo de exposición. 
A continuación se estudió el comportamiento que seguían  los genes que codifican para  los receptores 
de adenosina A1, A2A y A2B  tras  la exposición a medio y  largo plazo a  βA25‐35. Para ello  se  recurrió, como en 
apartados anteriores a ensayos de RT‐PCR a tiempo real. 
Como  se  expone  en  la  Figura  93,  en  todos  los  casos  estudiados,  la  exposición  a  βA25‐35  induce  la 
transcripción de estos genes, tanto a medio como a largo plazo. Así, para el gen codificante para el receptor A1, 
se detectaron aumentos de un 53 y de un 65%  tras 24 y 48 horas de exposición a βA25‐35,  respectivamente, 




















































































































analizar  los datos obtenidos a uno y a otro  tiempo de exposición  (p<0,05), observándose a  las 48 horas un 
aumento en la expresión de un 53% con respecto al valor cuantificado a las 24 horas. 
Estos  resultados  demuestran  que  la  exposición  a  βA25‐35  aumenta  la  expresión  génica  de  todos  los 
receptores de adenosina estudiados pero lo hace con una particularidad, en el caso del gen codificante para el 





Con el  fin de  cuantificar el efecto que ejercía este modelo de  toxicidad  in  vitro  sobre  los niveles del 
segundo  mensajero  AMPc,  se  estudió  la  capacidad  de  los  receptores  de  adenosina  para  transducir  una 
determinada señal al interior celular. Los resultados obtenidos para la cuantificación de los niveles de AMPc en 
neuronas corticales controles y sometidas a la toxicidad in vitro de βA25‐35 se expone en la Figura 94. 



























































































Como  se observa en el panel A,  la  capacidad del CHA, agonista específico del  receptor A1, de  inhibir 





8,45). Dado que no  se han detectado variaciones en  la actividad AC basal  tras  la exposición a  βA25‐35, estos 
resultados se correlacionan con los observados mediante ensayos de unión de radioligando. 
Por  último,  se  comprobó  si  estas  condiciones  afectaban  a  la  transcripción  de  los  factores  de 




a  tiempos  largos,  se observaba una disminución de  la  cantidad de ARNm  transcrito para ambos  factores de 
transcripción. La cuantificación de estos experimentos  reveló que en el caso de CREB  las disminuciones que 
ocurrían  eran de un 39%  tras  24 horas de  exposición  y de un 40%  tras  las  48 horas de  exposición,  ambos 
resultados estadísticamente significativos cuando se compararon con la situación control (p<0,05). 
En lo que respecta a CREM, se observó una disminución de la expresión todavía más acusada que en el 







control  con  el  fin  de  aislar  su ARN.  Los  experimentos  de  RT‐PCR  a 
tiempo  real  se  realizaron  empleando  sondas  específicas  para  los 
genes codificantes para  los factores de transcripción mostrados. Los 
datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3  experimentos 
independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintas 









En  resumen,  dado  que  tanto  CREB  como  CREM  son  factores  de  transcripción  constitutivos  que 
promueven  la expresión de genes  relacionados  con  la  supervivencia  celular, es  razonable  suponer que esta 







  βA25‐35 24h  βA25‐35 48h βA25‐35 24h βA25‐35 48h



































↑  ↑  ARNm A1  ↑  ↑ 
ARNm mGlu5  ≈  ≈ ARNm A2A  ↑ ↑ 
Proteína 
mGlu2,3 
↓  ↓  ARNm A2B  ↑  ↑ 
Proteína 
PLCβ1 
↓  ↓  Actividad A1/AC  ↑   
ARNm PLCβ1  ↓ ↓ Actividad A2A/AC  ≈  
Actividad PLC basal  ≈  ARNm CREB  ↓ ↓ 
Actividad PLC 
Grupo I 










Como  se ha expuesto en  la  Introducción,  la presencia del péptido  β  amiloide produce  varios efectos 
nocivos  sobre  las  células  presentes  en  el  SNC.  En  concreto,  la  glía  que  rodea  los  depósitos  del  péptido  β 












proporcionaron  una  disminución  de  la  viabilidad  estadísticamente  significativa  con  respecto  a  la  situación 
control, estas fueron 10, 25 y 50 µM, aunque todas las concentraciones empleadas produjeron disminuciones 
ne  la viabilidad (βA25‐35 6h: Control: 100,00 ± 3,65; 2,5 µM: 88,03 ± 3,16; 5 µM: 79,85 ± 7,05; 10 µM: 70,95 ± 
5,25,  p<0,05;  25  µM:  68,93  ±  7,68,  p<0,05;  50  µM:  63,68  ±  5,61%,  p<0,01).  El  análisis  estadístico  de  las 
diferencias  entre  el  efecto  en  la  viabilidad  de  estas  tres  concentraciones  no  proporcionó  diferencias 
significativas.  Por  tanto  se  determinó  que,  en  estos  estudios  se  emplearía  la  concentración  de  25  µM  del 
fragmento  25‐35  del  péptido  amiloide,  ya  que,  por  un  lado,  producía  una  disminución  significativa  de  la 













































































































































(II).  Células  C6  se  expusieron  a  distintas  concentraciones  de 
βA25‐35 durante 24 horas (panel A) y a βA25‐35 25 µM durante 24 y 
48  horas  (panel  B).  Transcurrido  este  tiempo  se  midió  la 
viabilidad  celular  mediante  el  test  basado  en MTT.  Los  datos 
expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3  experimentos 
independientes  realizados  por  triplicado,  expresados 
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El  último  ensayo  necesario  para  demostrar  la  validez  de  este  modelo  de  toxicidad  in  vitro  era 
incorponrar el empleo del péptido amiloide  completo a estos experimentos.  Los experimentos de viabilidad 
realizados con el péptido amiloide completo se exponen en la Figura 99. Como se esperaba, la exposición de las 
células C6 a  βA1‐42 disminuye  su viabilidad en un 28% con  respecto a  la  situación control  (Control: 100,00 ± 
0,88; βA1‐42 25 µM 24h: 73,04 ± 1,27%, p<0,001). Cuando se compararon estadísticamente  las disminuciones 
observadas tras 24 horas de exposición a βA1‐42 y a βA25‐35 no se obtuvieron diferencias significativas. 




















por  triplicado,  expresados  porcentualmente  con  respecto  a  la 






















































Según  los  datos  bibliográficos  disponibles,  la muerte  celular  producida  por  la  exposición  al  péptido 
amiloide es consecuencia, en parte, de la activación de la vía de las caspasas. Por este motivo, el siguiente paso 
fue comprobar el efecto que ejercía la exposición a βA25‐35 sobre la activación de esta vía. Como se observa en 
la Figura 100,  la exposición de  las  células C6 a  βA25‐35  induce  la activación de  la vía de  las  caspasas  tanto a 
tiempos cortos (6 horas de exposición) como a tiempos más prolongados (24 y 48 horas). Estos resultados eran 
además  todos  estadísticamente  significativos  cuando  se  comparaban  con  la  situación  control  (Ratio  de 
activación: 6 h: 1,76 ± 0,18, p<0,01; 24 h: 2,14 ± 0,43, p<0,05; 48 h: 2,01 ± 0,37, p<0,05). 
 
Figura  100:  Efecto  de  la  exposición  a  βA25‐35  sobre  la 
actividad de caspasa 3. Células C6 fueron expuestas a βA25‐35 
25  µM  durante  6,  24  o  48  horas  o  se  mantuvieron  en 
condiciones  control.  Posteriormente  se  realizaron  ensayos 
de actividad enzimática específicos de caspasa 3 empleando 
el  kit  comercial  descrito  en Métodos.  Los  datos  expuestos 
son  las medias  ±  SEM  de  3  experimentos  independientes 








tiempo  real  empleando  sondas  específicas  para  el  gen  correspondiente.  Así,  los  resultados  obtenidos, 
expuestos en  la Figura 101, revelan que  la exposición a βA25‐35 produce una activación de  la transcripción del 
gen  correspondiente  a  la  caspasa  3,  siendo  esta  activación  dependiente  del  tiempo  de  exposición.  Así,  se 
observa  a  las  6  horas  un  aumento  de  2,9  veces  en  la  expresión  de  este  ARNm  sobre  la  situación  control, 
resultado que, por otro  lado, está  cercano a  ser estadísticamente  significativo  (p=0,066). Sin embargo,  si  se 
prolonga el tiempo de exposición al fragmento tóxico se observa un aumento moderadoi, que se corresponde 
con un  incremento de 1,9 veces a  las 24 horas y de 1,4 veces a  las 48 horas. Estos  resultados son, además, 
estadísticamente diferentes  con  respecto al  control  (p<0,01 y p<0,05,  respectivamente). El hecho de que  la 
modulación  de  la  expresión  génica  del  gen  codificante  para  la  caspasa  3  sea  dependiente  del  tiempo  lo 























































Figura  101:  Efecto  de  la  exposición  a  βA25‐35  sobre  la 
expresión  de  caspasa  3.  Células  C6  fueron  expuestas  a 
βA25‐35 25 µM durante 6, 24 o 48 horas o se mantuvieron en 
condiciones  control  con  el  fin  de  aislar  su  ARN.  Los 
experimentos  de  RT‐PCR  a  tiempo  real  se  realizaron 
empleando una sonda específica para el gen codificante para 
la caspasa 3. Los datos expuestos son las medias ± SEM de 3 
experimentos  independientes  realizados  por  duplicado 
empleando  distintas  muestras.  *  p<0,05,  **  p<0,01 








ello,  lo primero  fue comprobar  si  la exposición a dicho  fragmento afectaba a  la presencia de  los  receptores 
metabotrópicos  en  la  superficie  celular  empleando  de  nuevo  el  ensayo  de  unión  de  radioligando  usando 
L‐[3H]Glu. Los resultados obtenidos se exponen en la Figura 102. Como se observa en el panel A, la exposición a 






horas de exposición  (p<0,05)  las cuales se correspondían con un aumento de un 31% en  la cantidad total de 
receptores en la superficie celular. 
En cuanto al análisis de los datos obtenidos para la afinidad de los receptores los resultados se exponen 
en  el  panel  B  de  la misma  figura.  La  exposición  a  βA25‐35  tiene  efectos  variados  sobre  la  afinidad  de  los 
receptores metabotrópicos por su ligando, ya que, aunque siempre produce el mismo efecto, un aumento de la 
KD o  lo que es  lo mismo una disminución de  la afinidad, este efecto no es gradual y varía entre  los distintos 
tiempos  de  exposición  estudiados.  Como  se  observa,  a  las  6  horas  de  exposición  el  efecto  sobre  la  KD  es 
máximo  y  los  receptores metabotrópicos alcanzan  su menor afinidad por  su  ligando, aumentando  la KD 3,7 
veces con respecto al control (Control: 707,59 ± 44,45; βA25‐35 25 µM 6h: 2646,20 ± 254,49 nM, p<0,001). Sin 
embargo, a  las 24 horas de exposición  las diferencias observadas dejan de ser significativas con respecto a  la 
situación control y el valor de la KD disminuye con respecto a lo observado a las 6 horas, observándose valores 































































































empleado durante 6 horas y 24 horas  se  traduce en una disminución en  la KD de un 67% entre uno y otro 
tiempo  (p<0,001)  y  la  diferencia  observada  entre  la  exposición  durante  6  y  48  horas  al  fragmento  tóxico 
empleado  supone  una disminución  en  la  KD  de  un  53%  (p<0,01).  Cabe  destacar,  además,  que  la diferencia 
descrita entre  la afinidad detectada  tras  las 24 y 48 horas de exposición no  llega a ser significativa  (p=0,13). 
Estos resultados, tomados en conjunto, apuntan a que la exposición a βA25‐35 produce diferentes efectos en el 
número de receptores y en la afinidad de los mismos. 


















la  técnica de PCR en  tiempo  real empleando  sondas específicas para  cada gen.  Los  resultados obtenidos  se 
exponen en la Figura 103. Como se muestra, la exposición de las células C6 a βA25‐35, ya sea a tiempos cortos o 


































































Figura  103:  Efecto  de  la  exposición  a  βA25‐35  sobre  la  expresión 
génica de mGlu1 y PLCβ1. Células C6 fueron expuestas a βA25‐35 25 µM 
durante 6,  24 o  48 horas o  se mantuvieron  en  condiciones  control 
con el fin de aislar su ARN. Los experimentos de RT‐PCR a tiempo real 
se  realizaron  empleando  sondas  específicas  para  los  genes 
mostrados.  Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3 







elementos  extracelulares  de  determinados  receptores  metabotrópicos,  de  tal  manera  que  la  fijación  sin 
permeabilización nos permitió que los anticuerpos empleados se unieran sólo a los receptores expuestos en la 
superficie celular, dándonos una idea acerca de la modulación que sufrían como consecuencia de la exposición 
a  βA25‐35.  Se emplearon  anticuerpos específicos de  los  receptores metabotrópicos de  glutamato del  grupo  I 
(subtipos 1 y 5) y del grupo II (subtipos 2 y 3). 
Imágenes representativas de los experimentos realizados en estas condiciones se muestran en la Figura 
104. Un  diagrama  de  barras  que  representa  la  cuantificación  de  la  fluorescencia  obtenida  se  expone  en  la 
Figura  105.  Por  último,  un  resumen  de  los  datos  obtenidos  así  como  del  análisis  estadístico  se  expone  a 
continuación en la Tabla 32. 




Los  resultados obtenidos por  inmunofluorescencia  indican que el aumento observado en  la unión de 
L‐[3H]Glu no puede ser producido como consecuencia del aumento del número de receptores de los grupos I y 
II,  ya  que,  según  los  experimentos  de  inmunocitoquímica,  ninguno  de  los  receptores  de  los  grupos  I  y  II 
aumentan su presencia en membrana como consecuencia de  la exposición al péptido, es más  la presencia de 


















































































































Figura 105:  Inmunodetección de mGlu1, mGlu5 y mGlu2,3 tras  la exposición a βA25‐35  (II). Diagrama de barras que resume  los resultados 
expuestos  en  la  Figura  104.  Las  cuantificaciones  se  realizaron  usando  el  software  LAS  AF  empleando  un mínimo  de  30  campos  por 
condición  experimental.  Se  exponen  las medias  ±  SEM  obtenidas  para  cada  condición  experimental.  ***  p<0,001  significativamente 
diferente con respecto al control. 
 
  βA25‐35 25 µM 6h  βA25‐35 25 µM 24h  βA25‐35 25 µM 48h 
mGlu1  ↓ ***  ↓ ***  ↓ *** 
mGlu5  ns  ns  ns 
mGlu2,3  ns  ns  ns 
 










Los  resultados  obtenidos  se  exponen  en  la  Figura  106.  En  el  panel  A  se  muestran  imágenes 
representativas de algunos campos  fotografiados  tras  la  inmunofluorescencia mientras que en el panel B  se 








































estadístico  realizado.  Como  se  observa,  la  única  variación  significativa  detectada  ante  la  exposición  de  las 
células  C6  a  βA25‐35  en  estas  condiciones  es  una  disminución  significativa  (p<0,05)  de  la  señal  fluorescente 
obtenida para PLCβ1 a las 24 horas de exposición. 











Figura 106:  Inmunodetección de PLCβ1  tras  la exposición a  βA25‐35. 
Panel  A.  Micrografías  representativas  de  los  resultados  obtenidos 
tras  los  experimentos  de  inmunofluorescencia  al  emplear  el 
anticuerpo para PLCβ1 en células C6 controles y expuestas a βA25‐35 25 
µM durante 6, 24  y 48 horas.  La barra  representa 62 µm. Panel B. 
Diagrama de barras que resume los resultados expuestos en el panel 
A.  Las  cuantificaciones  se  realizaron  usando  el  software  LAS  AF 
empleando un mínimo de 30 campos por condición experimental. Se 
exponen  las  medias  ±  SEM  obtenidas  para  cada  condición 







neurodegenerativas,  incluso  en  el  caso  de  la  enfermedad  de  Alzheimer  se  postula  que  el  empleo  de 






















































































Con este  fin  se empleó  la  técnica de unión de  radioligandos. Para estudiar el  receptor A1  se empleó 
[3H]DPCPX. Como se observa en la Figura 107, panel A, la exposición a βA25‐35 produce un aumento significativo 
del número de receptores A1 que se encuentran en la superficie celular (Control: 0,567 ± 0,026; βA25‐35 25 µM: 





más prolongados, aunque se observa una cierta  tendencia. En el panel B de  la misma  figura se observan  los 
efectos que ejerce la exposición a βA25‐35 sobre la afinidad del receptor A1 por su ligando. Como se expone, no 
se aprecian variaciones aparentes en la KD. 















En  lo que  al  estudio del  receptor A2A  se  refiere  se  empleó  [































































































Por otro  lado,  como  se expone en el panel B de  la misma  Figura,  la exposición a  βA25‐35 no produce 
ningún efecto significativo sobre la afinidad de estos receptores sobre su ligando. 





















los  receptores  de  adenosina.  Para  ello  se  recurrió  a  la  técnica  de  la  RT‐PCR  en  su  variante  a  tiempo  real 
empleando  sondas específicas para  los  receptores de adenosina. Los  resultados obtenidos  se exponen en  la 
Figura  109,  en  la  que  se  aprecia  que,  en  general,  la  exposición  al mencionado  agente  tóxico  aumenta  la 
expresión de los receptores de adenosina A1 y A2B y no modula la de A2A y A3. 
























































































































































En el caso de A2B el efecto observado fue similar,  la exposición a βA25‐35  incrementaba  la expresión un 































































































































































células  C6  expuestas  a  βA25‐35  y  depende  del  tiempo  de  exposición,  lo  que  sugiere  que  el  papel  que  estos 
factores de transcripción juegan en la modulación de la expresión génica tiene, al menos tres fases: a tiempos 
cortos de exposición al fragmento tóxico (6 h) la expresión de CREB y CREM disminuye, con lo que, a priori, se 
transcriben en menor cantidad genes  implicados en proliferación y  supervivencia y podría estar  relacionado 
con la disminuciónen la viabilidad descrita. Sin embargo, tras 24 horas de exposición, ambos factores aumentan 



















































↑  ≈  ↑  ARNm A1  ↑  ↑  ↑ 
Proteína 
mGlu1 
↓  ↓  ↓  ARNm A2A  ↑  ↑  ↑ 
ARNm mGlu1  ≈  ≈  ≈  ARNm A2B  ≈  ≈  ≈ 
Proteína 
mGlu5 
≈  ≈  ≈  ARNm A3  ≈  ≈  ≈ 
Proteína 
mGlu2,3 
≈  ≈  ≈  ARNm CREB  ↓  ↑  ≈ 
Proteína 
PLCβ1 
≈  ↓  ≈  ARNm CREM  ↓  ↑  ≈ 
ARNm PLCβ1  ≈  ≈  ≈         
 
Tabla 33: Resumen de  los  resultados obtenidos en  células C6 expuestas  a  βA25‐35  25 µM.  En  esta  tabla  se  exponen  gráficamente  los 
























































































































El primer paso  consistió  en  comprobar  el  efecto que  ejercía  la  exposición  a H2O2  sobre  la  viabilidad 
celular de neuronas corticales de cerebro de rata in vitro. Como se observa en el panel A de la Figura 111, se 
empleó  H2O2  en  un  rango  de  concentraciones  variable  (desde  50  hasta  500  µM)  durante  30 minutos  de 





















de  un  30%  se  amplió  la  exposición  a H2O2  a  lo  largo  del  tiempo  con  el  fin  de  estudiar  si  el  efecto  que  se 
producía a lo largo del tiempo era tan dramático como el observado en los primeros 30 minutos. Los resultados 
obtenidos  para  estos  experimentos  se  exponen  en  el  panel  B  de  la  misma  Figura.  Como  se  aprecia,  la 
exposición  prolongada  de  neuronas  corticales  a  estrés  oxidativo,  en  estas  condiciones,  disminuye 












































de  daño  oxidativo,  produce una  disminución  gradual  de  la  viabilidad  celular  dependiente  tanto  del  tiempo 
como de  la  concentración de agente  tóxico empleada,  indicando  la vulnerabilidad de estas  células al estrés 
oxidativo. 
De forma adicional se realizaron experimentos de RT‐PCR a tiempo real con RNA aislado en condiciones 
control y  tras  la exposición a H2O2 500 µM durante 30 minutos,  tiempo y concentración que producían una 
disminución de la viabilidad apreciable pero no dramática, con sondas específicas para el gen que codifica para 
la  caspasa  3,  proteasa  en  la  que,  como  se  ha  expuesto  anteriormente,  convergen  las  rutas  de  muerte 
apoptótica. Como se aprecia en  la Figura 112, no hay diferencias apreciables entre  la expresión de este gen 







se  realizaron  empleando  una  sonda  específica  para  el  gen 
codificante para la caspasa 3. Los datos expuestos son las medias 







Dada  la  relación existente entre  los  receptores metabotrópicos de glutamato y ciertas enfermedades 
con elevada  incidencia  sobre  la población en  las que  se encuentra daño oxidativo a nivel celular,  como por 
ejemplo  la enfermedad de Alzheimer  (Albasanz  y  col., 2005),  se procedió  a estudiar el papel que ejercía el 









































a  todos  los  receptores metabotrópicos presentes en  la  superficie  celular.  Los  resultados obtenidos en estos 
experimentos en  lo que al número de  receptores y a  la afinidad de  los mismos se  refiere, se exponen en  la 
Figura  113.  A  continuación  de  ésta,  Tabla  34,  se  muestran  los  parámetros  cinéticos  obtenidos  en  cada 
condición. 























en  lo que a  la afinidad de  los mismos por  su  ligando  se  refiere, muestran variaciones  significativas entre  la 
neuronas corticales en  la situación control y tras  la exposición de  las mismas a H2O2. En concreto, el número 
total  de  receptores metabotrópicos  de  glutamato  aumenta  en  un  123% mientras  que  la  KD  de  los mismos 
disminuye un 44%. 








































Un estudio más detallado de  la variación de  los receptores metabotrópicos se  llevó a cabo empleando 




















Figura  114:  Inmunodetección  de  mGlu1, mGlu5  y  mGlu2,3 
tras  la  exposición  a  H2O2.  Panel  A.  Micrografías 
representativas  de  los  resultados  obtenidos  tras  los 
experimentos  de  inmunofluorescencia  al  emplear  los 
anticuerpos  para  mGlu1,  mGlu5  y  mGlu2,3  en  neuronas 
corticales controles y expuestas a H2O2 500 µM durante 30 
minutos. La barra  representa 62 µm. Panel B. Diagrama de 
barras que  resume  los  resultados expuestos en el panel A. 
Las cuantificaciones se realizaron usando el software LAS AF 
empleando  un  mínimo  de  30  campos  por  condición 
experimental. Se exponen  las medias ± SEM obtenidas para 

































  mGlu1  mGlu5  mGlu2,3 
H2O2 500 µM 30 min  ↑**  ≈  ↑* 
 
Tabla 35: Resumen de los resultados obtenidos en los experimentos de inmunofluorescencia en neuronas corticales expuestas a H2O2. Se 
muestra  el  sentido de  la  variación  observada  con  respecto  al  correspondiente  control mediante  flechas: ↑  aumenta; ↓  disminuye.  * 
p<0,05, ** p<0,01 significativamente diferente con respecto al control. 
 
Como se aprecia en  la  tabla anterior  la exposición a H2O2 modula de manera “subtipo‐específica”  los 
receptores  metabotrópicos  de  glutamato.  Se  observa  que  los  subtipos  del  grupo  I  son  diferencialmente 
modulados, mientras que el  subtipo mGlu1  sufre un aumento porcentual de un 51%  sobre  su presencia en 
membrana en la situación control, el subtipo mGlu5 no se ve regulado. Por otro lado, se observa que para los 
subtipos  del  grupo  II  también  ocurre  un  aumento  de  su  presencia  en  membrana  de  un  174%  como 
consecuencia de la exposición a H2O2. 
Existen  referentes  bibliográficos  acerca  de  la  relación  existente  entre  el  estrés  oxidativo,  la muerte 
celular y la liberación de calcio intracelular. Dado que se ha demostrado el incremento de mGlu1 a nivel de la 
membrana plasmática y que este subtipo está acoplado a  la enzima PLC, capaz de controlar  la  liberación de 
calcio del retículo endoplásmico, el siguiente paso fue comprobar si el sistema de la PLC se encontraba alterado 









µM  durante  30  minutos  antes  de  realizar  los  ensayos 
enzimáticos  para  la  acumulación  de  IP3  basal.  Los  datos 
expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3  experimentos 

















































Figura 116:  La exposición a H2O2 afecta a  la  funcionalidad de  los  receptores metabotrópicos del grupo  I. Neuronas  corticales  fueron 
expuestas o no a H2O2 500 µM durante 30 minutos antes de  realizar  los ensayos enzimáticos para  la acumulación de  IP3. Se estudió el 
efecto  de  la  exposición  a  H2O2  sobre  la  funcionalidad  del  sistema  estimulado  por  DHPG,  agonista  del  grupo  I  de  los  receptores 
metabotrópicos  de  glutamato,  así  como  el  papel  de  los  subtipos  mGlu1,  inhibido  por  JNJ,  y  mGlu5,  inhibido  por  MPEP,  en  dicha 
funcionalidad.  Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de,  al  menos,  3  experimentos  independientes  realizados  por  duplicado 
empleando  distintos  cultivos.  **  p<0,01,  ***  p<0,001,  significativamente  diferente  con  respecto  a  su  basal;  ≠  p<0,05  grupos 
significativamente diferentes. 
 
Los  resultados  obtenidos  en  estos  experimentos  se  exponen  en  la  Figura  116.  Como  se  observa,  la 
estimulación  de  los  receptores  del  grupo  I  produce  un  aumento  en  la  cantidad  de  IP3  formado  en  ambas 
situaciones,  este  hecho  es,  además,  significativo  estadísticamente  con  respecto  a  cada  situación  basal 
((S)‐DHPG:  Control:  138,42  ±  1,26,  p<0,001;  H2O2:  149,58  ±  3,76%,  p<0,01).  Estos  datos,  además,  revelan 
diferencias significativas cuando se comparan entre sí (p<0,05). 
Cuando se emplearon los antagonistas de los subtipos mGlu1 y mGlu5 se observó en todos los casos una 





de  receptores metabotrópicos  de  estimular  el  sistema  de  la  PLC  es,  en  estas  condiciones,  también mayor, 
presumiblemente por causa del incremento en la cantidad de mGlu1 en la membrana plasmática. Sin embargo, 










































































H2O2 500 µM durante 30 minutos o  se mantuvieron en  condiciones  control  con el  fin de aislar  su ARN.  Los experimentos de RT‐PCR a 

















































































































Figura  118:  Efecto  de  la  exposición  a  H2O2  sobre  la  actividad  AC 
basal.  Neuronas  corticales  fueron  expuestas  o  no  a  H2O2  500  µM 
durante 30 minutos antes de realizar los ensayos enzimáticos para la 
acumulación de AMPc basal.  Los datos  expuestos  son  las medias  ± 





En  la  Figura  119  se  estudió  el  efecto  que  ejercían  agonistas  específicos  de  los  grupos  II  y  III  de  los 
receptores metabotrópicos de glutamato sobre  la actividad AC estimulada directamente con Forskolina. Para 
ello, se emplearon  los  ligandos  (2R, 4R)‐APDC, agonista del grupo  II, y L‐AP4, agonista del grupo  III. Como se 
observa en el panel A de  la mencionada Figura, el empleo de  (2R, 4R)‐APDC en neuronas expuestas a estrés 
oxidativo  proporciona  una  inhibición mayor  de  la  actividad  AC  previamente  estimulada  con  forskolina  (% 
inhibición: Control: 42,76 ± 5,60; H2O2: 67,63 ± 4,34),  la cual  resultaba  significativa desde un punto de vista 
estadístico (p<0,05). 











(2R,4R)‐APDC 100 µM  (panel A), y por un agonista del grupo  III, L‐AP4 100 µM  (panel B). Los  resultados se expresan como el  tanto por 
ciento de  la  inhibición observada  sobre  la estimulación de  forskolina 100 nM  (Forsk).  Los datos expuestos  son  las medias ±  SEM de 3 









































receptores del grupo III empleando el  ligando L‐AP4. Como se observa,  los datos de  la  inhibición obtenida en 
ambos  grupos  experimentales  sobre  la  actividad  AC  previamente  estimulada,  demuestran  que  no  existen 
diferencias significativas en  la capacidad de L‐AP4 de  inhibir  la AC  (%  inhibición: Control: 26,53 ± 3,29; H2O2: 
33,92 ± 1,84). 
Por  tanto,  tomando  estos  resultados  en  su  conjunto  se  puede  afirmar  que  la  vía  de  la  AC  resulta 




Al  igual  que  los  receptores metabotrópicos  de  glutamato,  los  receptores  de  adenosina  se  han  visto 
relacionados recientemente con determinadas enfermedades neurodegenerativas. Por este motivo el estudio 
del  efecto  del  estrés  oxidativo  in  vitro  se  amplió  a  los  receptores  de  adenosina  y  su  vía  de  transducción 
principal, la enzima adenilato ciclasa. 















Figura 120:  La exposición a H2O2 modula  los  receptores A1 en  la  superficie  celular. Neuronas  corticales  se expusieron a H2O2 500 µM 
durante 30 minutos. Se realizaron ensayos de unión de radioligando empleando [3H]DPCPX. Los datos expuestos son las medias ± SEM de 3 
experimentos independientes realizados por duplicado empleando diferentes cultivos. Los parámetros cinéticos calculados, Bmax (panel A) y 





















































Por  otro  lado,  para  el  estudio  de  los  receptores  A2A  de  adenosina  se  empleó  el  antagonista 
[3H]ZM241385  en  los  ensayos  de unión de  radioligandos,  como  se  expone  en  la  Figura 121.  Los  resultados 
obtenidos en estos experimentos se resumen en la Tabla 37. 































Estos  resultados,  tomados en  conjunto,  indican que  la exposición  a H2O2 modula  la presencia de  los 
receptores  de  adenosina  a  nivel  de  la  membrana  celular  aumentando,  en  el  caso  del  receptor  A1,  o 
disminuyendo, en el caso de A2A. Además de comprobar que el estrés oxidativo modula de forma opuesta los 
receptores de adenosina A1 y A2A se ha demostrado que esta regulación no ocurre sólo a nivel de la cantidad de 
receptor, sino que también es específica para  la afinidad de  los mismos por su  ligando, así  la afinidad de  los 
receptores A1 por su ligando disminuye mientras que la de los A2A no resulta afectada en este proceso. 
Una vez cuantificados los cambios en la cantidad de proteína, se procedió a comprobar si la exposición 










































































durante 30 minutos o se mantuvieron en condiciones control con el  fin de aislar su ARN. Los experimentos de RT‐PCR a  tiempo  real se 





corticales expuestas o no a estrés oxidativo,  como  se expone en  la Figura 123. Se observó  (panel A) que  la 
capacidad del  ligando CHA de  inhibir  la  actividad AC previamente  estimulada  con  forskolina  aumentaba  en 
neuronas corticales sometidas a estrés oxidativo, es decir aumentaba la capacidad del sistema de transducción 
del receptor A1 (% inhibición: Control: 24,95 ± 2,89; H2O2: 40,11 ± 1,84, p<0,01). 
Sin  embargo,  en  el  caso  del  receptor  A2A,  panel  B,  lo  que  se  observaba  era  que  los  receptores  A2A 
presentaban una menor capacidad de  transducción de  la señal, ya que al ser estimulados con CGS 21680 se 
observaba una  cantidad  significativamente menor de AMPc  formado  con  respecto  a  la  situación  control  (% 
estimulación: Control: 174,33 ± 3,64; H2O2: 143,64 ± 1,06, p<0,01). 
Estos resultados revelan que, como consecuencia del estrés oxidativo al que se sometió a las neuronas 





































































































































El  último  apartado  de  este  estudio  comprendió  el  análisis  por  RT‐PCR  a  tiempo  real  de  las  posibles 









control  con  el  fin  de  aislar  su ARN.  Los  experimentos  de  RT‐PCR  a 
tiempo  real  se  realizaron  empleando  sondas  específicas  para  los 
genes codificantes para  los factores de transcripción mostrados. Los 
datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3  experimentos 
independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintas 


















Viabildad  ↓ Actividad AC basal  ≈ 
ARNm caspasa 3  ≈ Actividad AC Grupo II  ↑ 
Bmax unión L‐[






Proteína mGlu1  ↑ KD unión [3H]DPCPX  ↑ 
ARNm mGlu1  ↓ Bmax unión [3H]ZM241385  ↓ 
Proteína mGlu5  ≈ KD unión [3H]ZM241385  ≈ 
ARNm mGlu5  ≈ ARNm A1  ≈ 
Proteína mGlu2,3  ↑ ARNm A2A  ≈ 
ARNm PLCβ1  ↓ ARNm A2B  ↑ 
Actividad PLC basal  ≈ Actividad A1/AC  ↑ 




Tabla 38: Resumen de  los  resultados obtenidos en neuronas  corticales expuestas a H2O2. En esta  tabla  se exponen  gráficamente  los 



















































































































minutos  de  exposición.  Como  se  observa  en  dicho  panel,  el  daño  producido  sobre  las  células  C6  como 
consecuencia de  la exposición a H2O2  comienza a  ser  significativo a partir de  los 30 minutos de exposición, 
aunque a  los 15 minutos ya se observa una disminución de  la viabilidad. Sin embargo éste no aumenta si se 
prolonga  el  tiempo de  exposición hasta  los  120 minutos,  es decir,  el  efecto  tóxico de  la  exposición  a H2O2 
ocurre en  los 30 minutos primeros de exposición  (Control: 99,62 ± 5,54; 15’: 86,51 ± 1,56; 30’: 84,27 ± 1,64, 
p<0,05; 45’: 81,43 ± 2,04, p<0,05; 60’:   80,98  ±  2,55,  p<0,05;  120’:  81,30  ±  3,28%,  p<0,05).  El  análisis 
estadístico de los datos obtenidos a lo largo de los tiempos de exposición demuestran que no existe variación 













































Dado  que  existen  antecedentes  bibliográficos  que  proponen  que  el  daño  oxidativo  en  células  C6 
produce muerte celular mediada por  la vía de  las caspasas  (Marangolo y col., 2001) y con el fin de validar el 
modelo experimental de daño oxidativo empleado (la exposición de C6 a H2O2 500 µM durante 30 minutos) se 
comprobó  si  la exposición de estas células a H2O2 producía un aumento de  la expresión génica del gen que 
codifica  para  la  caspasa  3.  Para  ello,  se  aisló  RNA  total  de  células  C6,  en  condiciones  controles  y  tras  la 
exposición  de  estas  células  a H2O2,  y  se  empleó  en  experimentos  de  RT‐PCR  a  tiempo  real.  Los  resultados 
obtenidos se exponen en la Figura 126. Como se observa, la exposición a H2O2 en estas condiciones produce un 
aumento  en  la  expresión  génica  de  la  caspasa  3,  este  aumento  porcentualmente  se  corresponde  con  un 




de  caspasa 3. Células C6  fueron  expuestas a H2O2 500 µM 
durante  30  minutos  o  se  mantuvieron  en  condiciones 
control  Posteriormente  se  realizaron  ensayos  de  actividad 
enzimática  específicos  de  caspasa  3  empleando  el  kit 
comercial descrito en Métodos. Los datos expuestos son  las 
medias ± SEM de 3 experimentos independientes realizados 
por  duplicado  empleando  distintos  pases.  *  p<0,05 

















electroforéticamente para ser después  inmovilizadas en membranas de nitrocelulosa,  las cuales se  incubaron 
con  anticuerpos  específicos  para  los  subtipos  1  y  5  y  con  anticuerpos  específicos  para  los  receptores 
metabotrópicos del grupo  II  (subtipos 2 y 3). Así en  la Figura 127 se muestran  los resultados obtenidos para 
estos experimentos de Western blot. 
Como se observa en el panel A, para el receptor mGlu1 se observa un aumento de un 32% en la cantidad 







Estos  resultados  indican  que  la  exposición  a  H2O2  500  µM  durante  30  minutos  es  suficiente  para 
modular la presencia de algunos de los receptores metabotrópicos siendo esta modulación además específica 
para  cada  subtipo. Así, para  los  subtipos  incluidos dentro del  grupo  I  la exposición  a H2O2 produce efectos 
antagónicos, mientras que aumenta la presencia en membrana plasmática del subtipo mGlu1, disminuye la del 
subtipo mGlu5. Sin embargo, debido a que el anticuerpo empleado en el  caso del grupo  II es  sensible a  las 
formas mGlu2 y mGlu3, no es posible especificar si  las variaciones que ocurren dentro de este grupo, aun no 
siendo significativas en su conjunto, son específicas de cada subtipo del receptor. Debido a las variaciones tan 






análisis densitométrico de  los  resultados obtenidos así  como el análisis estadístico de  los mismos. Como  se 
observa, la exposición a H2O2 produce un aumento significativo en la cantidad total de proteína PLCβ1 de casi 
tres veces con respecto a la situación control (p<0,05). 
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diferencial,  tal  y  como  se  describe  en  Métodos.  Se 
emplearon  30  µg  de  cada  muestra  en  la  separación 




imagen  representativa,  los  pesos  moleculares  indicados 
representan  la  altura  aproximada  de  las  bandas 
densitometradas.  En  el  panel  inferior  se  muestran  los 
resltados  del  análisis  densitométrico  de  las  bandas 
obtenidas.  Los datos expuestos  son  las medias ± SEM de 2 
experimentos  independientes  empleando  distintas 
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PLCβ1.  Células  C6  fueron  expuestas  o  no  a  H2O2  500  µM 
durante  30  minutos  antes  de  realizar  aislamientos  de 
membranas plasmáticas por centrifugación diferencial, tal y 
como se describe en Métodos. Se emplearon 30 µg de cada 
muestra  en  la  separación  electroforética.  Tras  la 
inmovilización  se  emplearon  anticuerpos  específicos  para 
PLCβ1 y para  la proteína β‐actina como control de carga. Se 
expone en el panel superior una  imagen representativa,  los 
pesos  moleculares  indicados  representan  la  altura 
aproximada  de  las  bandas  densitometradas.  En  el  panel 
inferior se muestran los resltados del análisis densitométrico 
de las bandas obtenidas. Los datos expuestos son las medias 






genes  correspondientes  como  consecuencia  de  la  presencia  del  H2O2  en  el medio.  Para  ello  se  realizaron 





de  mGlu1  y  PLCβ1.  Células  C6  fueron  expuestas  a  H2O2  500  µM 
durante 30 minutos o se mantuvieron en condiciones control con el 
fin de aislar  su ARN.  Los  experimentos de RT‐PCR a  tiempo  real  se 
realizaron empleando  sondas específicas para  los genes mostrados. 
Los  datos  expuestos  son  las  medias  ±  SEM  de  3  experimentos 
independientes  realizados  por  duplicado  empleando  distintas 




Los  resultados obtenidos para estos experimentos  se exponen en  la Figura 129. Como  se observa,  la 
exposición a H2O2 no produce variaciones en la cantidad de ARNm detectado para el receptor mGlu1. Por otro 
lado, en el caso de la enzima PLCβ1 se observa un aumento en su expresión génica de un 70% (p<0,01). 










En  la  actualidad  todavía  es  controvertido  el  papel  que  juegan  los  receptores  de  adenosina  en 
determinadas enfermedades neurodegenerativas. Es sabido que,  la patogénesis de algunas de ellas cursa con 
un aumento de  la producción de  radicales  libres. Por este motivo  se procedió a estudiar  la modulación que 




Estas  fracciones  se emplearon en experimentos de Western blot,  tal  y  como  se expuso en Métodos, 
usando  los  anticuerpos  específicos  disponibles  para  los  receptores  de  adenosina  A1  y  A2A.  Los  resultados 
obtenidos en estos experimentos  se exponen en  la Figura 130. En  la parte  superior de  los paneles A y B  se 
muestran  imágenes  representativas, adjuntando el correspondiente control  interno de  la  β‐actina para cada 
uno. En la parte inferior de ambos paneles se muestra el análisis densitométrico efectuado. 
Como se observa en el panel A, para el caso del receptor A1 se detectó un aumento de un 22% (p<0,05) 
en  la cantidad de receptor a nivel de  la membrana plasmática tras  la exposición de las células C6 a H2O2. Por 
otro  lado, en el panel B se muestran  los datos obtenidos para el receptor A2A, el cual sufre un aumento en  la 
cantidad total de receptor a nivel de la membrana plasmática de un 27% (p<0,05).  
Estos  resultados,  tomados en  conjunto,  indican que  la exposición de  las  células C6 a H2O2  induce un 
aumento en  la cantidad total de  los receptores de adenosina A1 y A2A a nivel de  la membrana plasmática de 
dichas células. 
A  continuación  se  amplió  el  estudio  al  principal  sistema  de  transducción  al  que  están  acoplados  los 
receptores de adenosina, esto es las variaciones en los niveles del segundo mensajero AMPc. Así se estudió el 
efecto que  ejercía  la  exposición  a H2O2  en  células C6  sobre  la  cantidad de  enzima  adenilato  ciclasa que  se 
encontraba  presente  a  nivel  de  la membrana  plasmática.  De  tal  forma  que  las  fracciones  de membrana 
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durante 30 minutos antes de  realizar aislamientos de membranas plasmáticas por centrifugación diferencial,  tal y como  se describe en 
Métodos.  Se  emplearon  30  µg  de  cada  muestra  en  la  separación  electroforética.  Tras  la  inmovilización  se  emplearon  anticuerpos 
específicos para  los  receptores A1 y A2A así  como para  la proteína  β‐actina  como  control de  carga. Se expone en el panel  superior una 
imagen  representativa,  los pesos moleculares  indicados  representan  la  altura  aproximada de  las bandas  densitometradas.  En  el panel 




Figura  131:  La  exposición  a H2O2  no modula  la  proteína AC  I. 
Células  C6  fueron  expuestas  o  no  a  H2O2  500  µM  durante  30 
minutos  antes  de  realizar  aislamientos  de  membranas 
plasmáticas por centrifugación diferencial, tal y como se describe 
en  Métodos.  Se  emplearon  30  µg  de  cada  muestra  en  la 
separación  electroforética.  Tras  la  inmovilización  se  emplearon 
anticuerpos  específicos  para  la  proteína  AC  I  así  como  para  la 
proteína β‐actina como control de carga. Se expone en el panel 
superior  una  imagen  representativa,  los  pesos  moleculares 
indicados  representan  la  altura  aproximada  de  las  bandas 




























































































Estos resultados, tomados en conjunto,  indican que  la exposición de  las células C6 de glioma de rata a 












































ligeramente,  la  expresión  de  los  genes  que  codifican  para  A1,  A2A  y  A2B  y  disminuyendo  aparentemente  la 
expresión del de A3. 
De  forma  adicional  se  estudió  la  posible  modulación  de  la  expresión  génica  de  los  factores  de 
transcripción CREB y CREM, ambos relacionados con  la vía del AMPc, como consecuencia de  la exposición de 
las células C6 de glioma de rata a H2O2. Los resultados obtenidos se exponen en  la Figura 133, en  la cual se 










para  los  factores  de  transcripción mostrados.  Los  datos  expuestos 
















  H2O2 500 µM 30 min    H2O2 500 µM 30 min 
Viabildad  ↓  Proteína A1  ↑ 
ARNm caspasa 3  ↑  ARNm A1  ↑ 
Proteína mGlu1  ↑  Proteína A2A  ↑ 
ARNm mGlu1  ≈  ARNm A2A  ≈ 
Proteína mGlu5  ↓  ARNm A2B  ↑ 
Proteína mGlu2,3  ≈  ARNm A3  ≈ 
Proteína PLCβ1  ↑  Proteína AC I  ≈ 










El modelo  de  senescencia  acelerada  en  ratones  (SAM)  es  uno  de  los más  apropiados  a  la  hora  de 
estudiar fenómenos de envejecimiento y enfermedades relacionadas con la edad. En los estudios presentados 
se han empleado las subcepas SAMR1, como modelo de envejecimiento fisiológico, y SAMP8, como modelo de 
envejecimiento  acelerado.  Entre  las  características  de  los  ratones  SAMP8  se  encuentran:  deficiencias  en  el 
aprendizaje y  la memoria relacionadas con  la edad, vida media más corta, disfunciones del sistema  inmune y 
deposición dependiente de la edad del péptido amiloide. El objeto del presente trabajo era estudiar el estado 





frente  a  los  28  meses  promedio  que  vive  un  ratón  de  laboratorio  normal.  Además,  estos  resultados  se 




























































































































Figura  134: Análisis de  la  expresión  génica  de  los  receptores de  adenosina  en un modelo de  envejecimiento.  Se  aisló ARN  total de 
homogenados de cerebro de ratones SAMR1 (R1) y SAMP8 (P8) sacrificados a  las 3 semanas (21 d) o a  los 6 meses de edad (180 d). Los 
experimentos de RT‐PCR a tiempo real se realizaron empleando sondas específicas para los genes mostrados. Los datos expuestos son las 




las subcepas SAMR1 y SAMP8, empleando  [3H]DPCPX como  radioligando. Como se expone en  la Figura 135, 
panel A, se observó una disminución de un 38% en el número de receptores A1 en ratones SAMR1 de mediana 
edad  con  respecto  a  la  misma  cepa  joven  (p<0,001),  lo  que  sugiere  una  disminución  en  el  número  de 
receptores A1 con la edad. En el caso de los ratones SAMP8 se observó que tanto los ratones jóvenes como los 
de mediana  edad  presentaban  niveles  del  receptor  A1  similares  entre  sí  y  disminuidos  con  respecto  a  los 
SAMR1 jóvenes (alrededor de un 50%), lo que sugiere que en este modelo de envejecimiento los receptores A1 
están afectados en etapas tempranas del desarrollo y que esta afectación se mantiene a lo largo de la vida del 
















































































ambos  casos,  a  los  detectados  en  los  SAMR1  de  mediana  edad  y  significativamente  menores  que  los 
detectados en los SAMR1 jóvenes (al menos, p<0,05). 
En  el  panel  B  de  la  misma  Figura  se  exponen  los  resultados  obtenidos  al  emplear  un  anticuerpo 
específico para el receptor A2A en las mismas muestras. En el caso de los ratones SAMR1 se aprecia un aumento 
de  los  receptores  A2A  con  la  edad  de  estos  animales  (p<0,01), mientras  que  en  los  ratones  SAMP8  no  se 




el  caso  del  receptor  A1,  por  otro  lado,  para  el  receptor  A2A,  sugieren  que  estos  receptores  se  encuentran 


















































































































de ratones SAMR1 (R1) y SAMP8 (P8) sacrificados a  las 3 semanas  (21 d) o a  los 6 meses de edad (180 d). Se emplearon 30 µg de cada 
muestra en la separación electroforética. Tras la inmovilización se emplearon anticuerpos específicos para los receptores A1 y A2A así como 
para  la  proteína  β‐actina  como  control  de  carga.  Se  exponen  en  el  panel  superior  imágenes  representativas.  Los  pesos moleculares 








que  se  realizaron  los  ensayos  de  unión  de  radioligando 
empleando  el  antagonista  específico  del  receptor  A1 
[3H]DPCPX.  Los  datos  son  las  medias  ±  SEM  de  3 
experimentos  independientes  realizados  por  duplicado 
empleando  distintos  aislamientos  de  diferentes  animales. 
Los parámetros cinéticos calculados, Bmax y KD, se obtuvieron 
a  partir  de  los  resultados  experimentales  empleando  el 















204,79 ± 26,22 4,42 ± 0,72
101,09 ± 10,10 * 4,51 ± 1,25



































































































En este  caso  se emplearon dos  grupos de  ratas que denominaremos  jóvenes  (sacrificadas  a  los 3 meses) o 
viejas  (sacrificadas  a  los  24 meses).  En  todos  los  casos  se  emplearon membranas  plasmáticas  extraídas  de 
cerebros de  ratas macho  en  las que  se  realizaron  ensayos  de unión de  radioligandos  así  como  ensayos de 
actividad enzimática,  con el  fin de determinar  la  funcionalidad del  sistema de  transducción mediado por el 
receptor A1. 
Los  resultados  obtenidos  para  los  ensayos  de  unión  de  radioligandos  empleando  [3H]DPCPX  como 




tanto  la actividad basal de  la enzima AC como  la estimulada se encuentran significativamente disminuidas en 
ratas viejas con respecto a las ratas jóvenes (p<0,05). Por otro lado, como se expone en el panel B de la misma 
Figura, la capacidad de CHA en ratas viejas, agonista selectivo del receptor A1, de inhibir la actividad enzimática 
previamente  estimulada  también  se  encontraba  disminuida  con  respecto  a  las  ratas  jóvenes  (p<0,05).  En 
conjunto, estos resultados sugieren que con la edad se produce una desensibilización de la respuesta mediada 
por los receptores A1 asociada a la pérdida de receptores en la membrana plasmática. 




































En  este  trabajo  se  han mostrado  evidencias  bioquímicas,  farmacológicas  y moleculares  de  que  las 
células  C6  del  glioma  de  rata  expresan  de manera  endógena  los  cuatro  tipos  de  receptores  de  adenosina. 





receptor  se ha  encontrado  en diferentes  tejidos de  rata  (Dixon  y  col.,  1996)  y  en  cultivos de  astrocitos de 
diferentes regiones cerebrales (Biber y col., 1997). Estos mismos ensayos permitieron detectar la presencia del 
ARNm de los receptores A2A, A2B y A3. Además, por PCR cuantitativa se determinó que el nivel de expresión de 








R‐PIA mostró  la potencia más  alta para desplazar  la unión de DPCPX,  seguido de CHA.  Sin embargo ni CGS 
21680 ni PSB 1115 causaron desplazamiento alguno. El análisis de  las curvas de saturación mostró un único 
sitio  de  unión  de  DPCPX  a  las  membranas  plasmáticas  de  las  células  C6,  cuyos  parámetros  de  unión 




más  altos  que  los  usualmente  descritos  en  membranas  de  corazón  y  cerebro  bovino,  cerebro  de  rata  y 
adipocitos  (Lohse y col., 1987),  indicando una afinidad más baja de estos  receptores en células C6. Por otra 
parte el número total de receptores concuerda con los valores descritos en células granulares (Hettinger‐Smith 




















desplazar  la unión  confirman  la  selectividad de este  ligando. Nuestros  resultados  sobre  la detección de A2A 
contrastan  con otros descritos previamente  (Palmer y Stiles, 1999; Sands y  col., 2004). En estos  trabajos  se 
emplearon células C6 para expresar el receptor A2A canino sin haber detectado antes el receptor A2A endógeno, 
probablemente  por  los  diferentes  procedimientos  de  aislamiento  de  las  muestras  estudiadas  empleados. 
Mientras que estos autores emplearon homogenados celulares, en los cuales la presencia del receptor debería 
ser proporcionalmente más baja, en nuestro trabajo se emplearon membranas plasmáticas y células  intactas. 













La  ruta de señalización celular principal de  los  receptores A1 es  la  inhibición de  la actividad adenilato 
ciclasa, causando una disminución del los niveles del segundo mensajero AMPc (van Calker y col., 1979; Londos 
y col., 1980). El empleo de GTP y forskolina produjo un aumento de  la estimulación de  la actividad AC en C6 
dependiente  de  la  concentración,  confirmando  el  estatus  funcional  de  dicha  actividad  enzimática  (Insel  y 
Ostrom, 2003). En membranas de células C6, el ligando CHA produjo una inhibición dependiente de su dosis de 
la  actividad  AC  previamente  estimulada  con  forskolina  y  GTP,  observándose  su  efecto máximo  a  100  nM. 
Resultados similares se observaron en células NIH 3T3 transfectadas en lo que se refiere a la inhibición por CPA 









A2B en estas  células, dado que CGS21680 y NECA  fueron  capaces de estimular  la acumulación de AMPc.  La 
estimulación  de  CGS21680  fue  bloqueada  en  presencia  del  antagonista  específico  de  A2A  ZM241385, 
confirmando el papel de los receptores A2A. La aparente falta de efecto de ZM241385 y el efecto bloqueante de 
PSB  1115,  antagonista  específico  de  A2B,  en  la  estimulación  de  la  AC mediada  por  NECA  sugiere  que  los 
receptores A2B están  también  implicados en  la  respuesta de  la AC. Corrobora este hecho  la observación en 
cultivos primarios de astrocitos de rata de estimulación de la AC por NECA vía A2B (Peakman y Hill, 1994). 
Las  diferencias  observadas  en  la  acividad AC  basal  entre membranas  (0,42  ±  0,10  pmol/mg∙min–1)  y 
células  intactas  (1,2 ± 0,1 pmol/mg∙min–1) concuerda con  la observación efectuada por Daly  (Dally, 1984) de 
que la forskolina estimula menos la formación de AMPc en ensayos empleando células disgregadas que en los 
que se utilizaban células intactas. Los estudios realizados sobre la estimulación de la AC mediada por forskolina 
en  células  intactas  revelan  una  contribución  de  agonistas  endógenos  que  actúan  directa  o  indirectamente 
sobre los GPCRs y que se liberan como consecuencia de la exposición a forskolina (Insel y Ostrom, 2003). 
Los  resultados mostrados  demuestran  que  los  cuatro  tipos  descritos  de  receptores  de  adenosina  se 
encuentran presentes de manera endógena en las células C6. No está claro el papel funcional que desempeñan 
los  receptores  de  adenosina  en  células  tumorales.  Algunos  autores  sugieren  que  la  adenosina  extracelular 
podría  interaccionar  con  receptores  específicos  de  membrana  influenciando  el  crecimiento  celular  y  la 
diferenciación  en  cultivos  de  células  tumorales.  Su  efecto  dependería  de  su  concentración  extracelular  así 
como  de  la  expresión  de  los  diferentes  receptores  de  adenosina,  además  de  los  distintos mecanismos  de 
transducción  de  señales  que  podrían  activarse  (Merighi  y  col.,  2003).  En  células  HT29  de  adenocarcinoma 
humano, la enzima adenosina desaminasa y antagonistas del receptor A1 causan una inhibición del crecimiento 
celular,  sugiriendo  que  la  presencia  de  los  receptores  A1  en  estas  líneas  tumorales  podría  promover  el 
crecimiento  celular  (Lelievre  y  col.,  1998).  Además,  en  la  línea  A375  de melanoma  humano,  la  adenosina 
desencadena señales de supervivencia a través del receptor A3 y de muerte celular a través del receptor A2A 
(Merighi  y  col.,  2002).  Existen  además  evidencias  contrastadas  de  un  papel  activo  del  receptor  A2A  en  el 
crecimiento  tumoral  y  se  está  planteando  la  idea  de  que  el  receptor  A2B  también  pudiera  participar  en  el 
crecimiento  tumoral  así  como  en  procesos  de  neovascularización,  dada  su  habilidad  para  promover 
crecimiento endotelial  (Merighi y  col., 2003), allá donde  los niveles de adenosina  fueran  lo  suficientemente 
elevados como para activar este receptor de baja afinidad (Melani y col., 2003). 






















sufren  los  receptores metabotrópicos de glutamato  frente a este  fenómeno  tóxico. La  importancia de estos 
receptores  como diana  farmacológica ante  la neurotoxicidad  se basa, entre otros  factores, en  su  capacidad 






vivas  de  transformar  este  compuesto.  Este método  ha  resultado  ser  uno  de  los más  eficaces  a  la  hora  de 
cuantificar  la  toxicidad  de  una  determinada  molécula  (Puttonen  y  col.,  2008).  Aunque,  dependiendo  del 
método  de  cuantificación  empleado,  existen  variaciones  acerca  de  la  concentración  de  glutamato  en  el 

















el extremo C  terminal se  reclutan una  familia de proteínas  llamadas  β‐arrestinas,  las cuales  funcionan como 
adaptadores  moleculares  y  conectan  el  receptor  activado  con  la  maquinaria  de  endocitosis  (Shenoy  y 
Lefkowitz, 2005). Una vez que se ha internalizado el receptor en una vesícula de clatrina, dependiendo de las 
condiciones celulares, la vesícula puede dirigirse al lisosoma para su degradación o bien puede recircularse a la 
membrana plasmática si  las condiciones de exposición al agonista han  terminado  (revisado por: Marchese y 
col., 2008; Hanyaloglu y von Zastrow, 2008). Por otro  lado, además de  los mecanismos  clásicos, existe otro 
mecanismo,  demostrado  para  el mGlu1,  por  el  que  los  GPCRs  pueden  ser  internalizados,  este mecanismo 
depende de las GRKs pero no de su actividad quinasa (Dhami y Ferguson, 2006). 
La excitotoxicidad en neuronas ha  sido estudiada  ampliamente desde  la primera descripción de este 
fenómeno  (Olney  y  col.,  1973).  La  teoría  de  la  excitotoxicidad  se  basa  en  el  hecho  de  que  el  glutamato, 





existen  evidencias  experimentales  de  la  participación  de  los  receptores  mGlu  en  ambos  procesos.  Los 
resultados expuestos en  la presente Memoria  sugieren que, en general,  tras  la exposiciónde  las neuronas a 
L‐Glu,  los  receptores metabotrópicos  del  grupo  I  y  del  grupo  II  aumentan  su  presencia  en  la membrana 
plasmática mientras que los del grupo III la disminuyen. 
La  mayoría  de  las  referencias  que  relacionan  la  activación  de  los  receptores  del  grupo  I  con 
neurodegeneración se basan en que su activación puede potenciar el daño producido por los receptores NMDA 
(Skeberdis y col., 2001; Pisani y col., 2001). Sin embargo, existe gran cantidad de referencias que apuntan en el 
otro  sentido.  La  activación  de  los  receptores  del  grupo  I  frente  al  daño  excitotóxico  implica  el 
desencadenamiento de  fenómenos de endocitosis, así  como de  inhibición de  la  inflamación, de  la adhesión 
celular  y  de  la muerte  celular  (revisado  por  Baskys  y  col.,  2005).  Según  estos  autores  la  activación  de  los 
receptores del grupo I favorece  la endocitosis de  los receptores NMDA,  lo que reduciría el daño excitotóxico. 




I, con anterioridad se había demostrado que  la  liberación de glutamato controlada por  los mGlu del grupo  I 






depende  del  tipo  celular  (Bruno  y  col.,  2001).  Otra  prueba  del  papel  neuroprotector  de  los  receptores 
metabotrópicos  del  grupo  I  es  que  la  activación  de  los  receptores  NMDA  en  neuronas  corticales  in  vitro 
produce el corte proteolítico por calpaína del receptor mGlu1α, el cual tras la proteólisis es incapaz de activar la 
cascada neuroprotectora de la PI3K‐Akt (Xu y col., 2007a). Una complicación adicional es que se ha demostrado 
que  la  función del  agonista depende del momento de  la  aplicación. Así,  la  activación de  los  receptores del 
grupo I antes de la exposición a NMDA era neuroprotectora (Blaabjerg y col., 2003), mientras que si primero se 
empleaba el NMDA y después el agonista de  los mGlu del grupo  I  se apreciaba un aumento de  la  toxicidad 
(Bruno y col., 1995a). 










al  igual que con  los receptores del grupo  I, existe controversia acerca de si estos receptores pueden resultar 
neuroprotectores  (Lafon‐Cazal  y  col.,  1999a;  Bruno  y  col.,  2000a)  o,  por  el  contrario,  agravan  el  daño 




tiempos  cortos,  la  cantidad  de  enzima  disponible  disminuía  con  respecto  al  control,  mientras  que  si  el 
tratamiento  se prolongaba  se observaba que  la  cantidad de enzima disponible aumentaba. Estos  resultados 






neurogénico. Esta hipótesis concuerda con  los aumentos de  la cantidad de PLCβ1 observados a  tiempos más 






de  NMDA  en  los  ensayos  clínicos  para  derrame  cerebral,  traumatismo  cráneo‐encefálico  y  demencia 
(Ikonomidou y Turski, 2002; Hardingham y Bading, 2003; revisado por Muir, 2006).  
Existen  en  la  literatura multitud  de  referencias  acerca  del  empleo  de  ligandos  de  los  receptores  de 
adenosina  en  diversos modelos  de  toxicidad  tanto  in  vivo  como  in  vitro.  En  general,  la  falta  de  potentes 
ligandos para  los  receptores A2B  y A3 ha  limitado el estudio de  los  receptores de adenosina en  condiciones 
patológicas  a  los  receptores  A1  y  A2A.  En  la  presente Memoria  se  ha  descrito  que  en  neuronas  corticales 
sometidas a procesos excitotóxicos se produce una regulación al alza, o up‐regulation, de  los receptores A1 y 
A2A, tanto a nivel de proteína como de ARNm, que se corresponde con variaciones en  la funcionalidad de  los 
mismos, medidas  a  través  del  sistema  enzimático  al  que  están  principalmente  acoplados,  la  inhibición  o 
activación, respectivamente, de la adenilato ciclasa. 
El papel neuroprotector de los receptores A1 de adenosina ha sido ampliamente estudiado en diversos 
modelos de  toxicidad  (para  revisión ver de Mendonça y col., 2000) principalmente por dos motivos: por un 
lado, estos receptores presentan una gran capacidad  inhibidora de  la excitabilidad neuronal y  la  transmisión 
sináptica, por otro,  son  los más abundantes en SNC  (para  revisión  ver Cunha, 2005). Tras diversos estudios 
realizados  en  diferentes  componentes  del  SNC  frente  a  diferentes  estímulos  nocivos  se  ha  llegado  a  la 
conclusión  de  que  la  activación  de  los  receptores  A1  desempeña  un  papel  neuroprotector.  Así  se  ha 
demostrado,  por  ejemplo,  en  modelos  de  excitotoxicidad  inducido  por  kainato  y  ácido  quinolínico  en 
hipocampo (MacGregor y col., 1993; MacGregor y col., 1997). Por otro lado, la neuroprotección por activación 




como  su activación atenuaban  la neuroinflamación y  la desmielinización observada  (Tsutsui y col., 2004). La 
neuroprotección  demostrada  por  los  agonistas  de  los  receptores  A1  se  produce  a  varios  niveles.  A  nivel 
presináptico  la  activación de  los  receptores A1  inhibe  la  liberación de neurotransmisores  excitadores,  entre 
ellos  el  glutamato,  lo  que  disminuye  los  procesos  neurotóxicos  causados  por  estos  agentes.  A  nivel 
postsináptico  los  receptores  A1  producen  la  activación  de  canales  rectificadores  de  K
+,  que  producen 
hiperpolarización neuronal (Dunwiddie y Masino, 2001). Por último, la activación de los receptores A1 inhibe la 
acción  de  los  receptores  NMDA,  reduciendo  por  tanto  la  entrada  masiva  de  calcio  y  los  fenómenos 
excitotóxicos (de Mendonça y col., 1995). El resultado conjunto de todos estos mecanismos es que la activación 
de los receptores A1 reduce la excitabilidad neuronal.  
En resumen,  los resultados expuestos  junto con  las referencias citadas son consistentes con  la  idea de 
que el aumento en  la expresión de  los  receptores A1  sea  consecuencia de un  intento de minimizar el daño 
excitotóxico producido por  la exposición a L‐Glu. Sin embargo, no es posible aplicar el mismo  razonamiento 
para el aumento detectado en la expresión y funcionalidad de los receptores A2A, ya que, en este caso, apenas 
existen referencias bibliográficas que  justifiquen esta afirmación en neuronas corticales. Por otro  lado, en  los 












receptor A2A  en  pacientes  de  demencia  de  Pick  (Albasanz  y  col.,  2006).  Existe  por  tanto  una  tendencia  en 
situaciones patológicas relacionadas con el fenómeno excitotóxico a la regulación al alza de los receptores A2A 
de adenosina, a pesar de que los mecanismos por los que se produce esta regulación no se comprenden en su 


















la  viabilidad  celular  (Sribnick  y  col.,  2006),  lo  que  confirma  la  elevada  resistencia  de  estas  células  al  daño 
excitotóxico.  Por  otro  lado,  esta  mayor  resistencia  frente  a  agentes  tóxicos  podría  ser  debida  al  papel 
neuroprotector que  la glía desempeña en el SNC. En este sentido se ha demostrado que  la acción de  la glia 
resulta neuroprotectora en cultivos de neuronas granulares  (Pérez‐Capote y col., 2004), de motoneuronas  in 
vitro (Maragakis y col., 2005) o de neuronas de la espina dorsal (Du y col., 2007). 
La  disminución  de  los  receptores metabotrópicos  de  glutamato  tras  6  horas  de  exposición  a  L‐Glu 







tiempos más  cortos  de  exposición  a  agonista  por  otros  grupos  de  investigación  (Liu  y  Kirchgessner,  2000; 
Mundell y col., 2001; Iacovelli y col., 2004; Pelkey y col., 2007). Existen referencias bibliográficas que avalan una 
habilidad mucho menos conocida de los GPCR, su capacidad de ser regulados al alza por exposición crónica a su 
agonista.  Este  fenómeno  ha  sido  descrito  para  los  receptores  β3‐adrenérgicos  (Thomas  y  col.,  1992),  los 
receptores de la hormona  liberadora de gonadotropina (Loumaye y Catt, 1983),  los de  la hormona  liberadora 
de  tirotrofina  (Cook  y  Hinckle,  2004),  los  nicotínicos  de  acetilcolina  (Gentry  y  Lukas,  2002)  y  los  de 
somatostatina de tipo 1 (Ramírez y col., 2005). Además, se ha descrito que diferentes subtipos del receptor de 
somatostatina humano pueden ser regulados de manera diferente cuando se exponen al mismo agonista, así 
los subtipos 2, 3, 4 y 5 se  internalizan a  tiempos cortos de exposición mientras que  los subtipos 1, 2 y 4 se 
regulan al alza después de una prolongada exposición a su agonista  (Hukovic y col., 1996). No obstante,  los 
mecanismos moleculares  que  controlan  esta  habilidad  de  algunos  GPCRs  no  se  conocen  en  la  actualidad, 
aunque algunos autores sugieren que este aumento de receptor dependiente de agonista se basa bien en el 
reclutamiento de  los  reservorios de  receptor existentes en  la membrana plasmática  (Hukovic y col., 1996) o 
bien en procesos post‐transcripcionales  (Gentry y Lukas, 2002). La  regulación al alza de  los  receptores mGlu 
observada tras 24 y 48 horas podría ser debida a la suma de los procesos de reciclaje de los receptores antes 





receptores mGlu1 activan, a través de  la PKC,  los canales de calcio dependientes de voltaje  (Endoh, 2004),  lo 
que,  en  principio,  facilitaría  los  procesos  neurotóxicos  (Gee  y  Lacaille,  2004).  Los  primeros  datos  que 
proporcionaron evidencias de que la activación de los receptores del grupo I aumentaba el daño producido por 
el NMDA datan de 1995. En estos experimentos, el empleo de DHPG exacerbaba el daño producido por  la 
exposición  de  cultivos mixtos  de  neuronas  y  astrocitos  a  NMDA  (Bruno  y  col.,  1995a).  Desde  entonces  la 
eficacia de los antagonistas del grupo I ha sido demostrada tanto en modelos in vitro como en modelos in vivo. 
Entre otros estudios, en modelos  in vitro se ha observado que  los antagonistas de  los receptores del grupo  I 
eran neuroprotectores en modelos de envejecimiento de hipocampo (Attucci y col., 2002) y que los agonistas 
aumentaban la toxicidad de la exposición a homocisteína en neuronas granulares (Zieminska y col., 2003). Por 
otro  lado,  los antagonistas de  los  receptores del grupo  I  resultaron neuroprotectores en modelos  in vivo de 
Parkinson en ratas (Vernon y col., 2005) y ratones (Aguirre y col., 2001). Sin embargo, parece que se requiere 
un estudio de cada situación patológica para poder establecer la función de cada tipo de receptor, de hecho, en 
cerebros  de  pacientes  con  esclerosis  lateral  amiotrófica  se  encontró  que  los  grupos  de  motoneuronas 




2006),  lo que  llevó a  los autores a concluir que esta expresión diferencial de  los receptores del grupo I era  lo 
que podría hacer a estas neuronas más susceptibles de degenerar. 
La  concentración  extracelular  de  glutamato  es  controlada  fundamentalmente  por  las  células  gliales, 
principalmente  astrocitos,  las  cuales,  a  través  de  los  transportadores  de  glutamato,  son  las  encargadas  de 
mantener los niveles extracelulares de glutamato en concentraciones por debajo de la neurotoxicidad (Frizzo y 





en vesículas. Estas vesículas se  liberan y  la glutamina alcanza el  terminal presináptico, donde es capturada y 
transformada en glutamato, el cual se almacenada de nuevo en vesículas. Todos estos procesos constituyen el 
ciclo  glutamato‐glutamina  en  el  cerebro  (revisado  por McKenna,  2007).  Alteraciones  en  cualquiera  de  los 
mecanismos de transporte descritos así como de las enzimas implicadas en estos procesos pueden dar lugar a 
una  incorrecta  homeostasia  del  glutamato  que  desencadene  procesos  patológicos.  Por  ejemplo,  se  ha 
demostrado  que  en  cortes  de  hipocampo  sometidos  a  hipoxia  severa  los  transportadores  funcionaban 
liberando glutamato al medio, en vez de retirándolo,  lo que producía  la muerte neuronal (Rossi y col., 2000). 
Por otro  lado,  los  receptores metabotrópicos de  los grupos  II y  III han  sido  relacionados  con  fenómenos de 
neuroprotección  en  C6  frente  a  MPP+,  una  sustancia  empleada  para  inducir  parkinsonismo  en  primates, 
quedando demostrado que su activación aumentaba la captura de glutamato en estas células (Yao y col., 2005). 
En  el  trabajo  de  Yao  y  colaboraboradores  se  detectó  un  aumento  de  los  receptores  del  grupo  III  tras 
prolongadas exposiciones a L‐Glu. El papel neuroprotector de la activación de los receptores del grupo III ya ha 
sido demostrado previamente en microglía, donde  la activación de estos  receptores protegía a  las neuronas 
granulares  frente  a  la  toxicidad  inducida  por  el  LPS  (Taylor  y  col.,  2003).  Sin  embargo,  no  está  claro  el 
mecanismo por el cual la activación de estos receptores en células gliales puede ser neuroprotectora, aunque 
se  postulan  varios  mecanismos.  Así,  se  ha  demostrado  que  inhiben  la  liberación  de  quimiocinas 
pro‐inflamatorias  (Besong y col., 2002) y que  inducen  la  liberación de TGF‐β  (transforming growth factor) en 
células gliales (Bruno y col., 1998), a través de las MAP quinasas y la PI3K (D'Onofrio y col., 2001). Sin embargo, 
son necesarios experimentos adicionales que confirmen la hipótesis de que los receptores metabotrópicos del 




nivel de proteína  y de  función, por el  contrario,  los niveles así  como  la  funcionalidad de  los  receptores A2A 
resultaban  disminuidos.  Teniendo  en  cuenta  que  las  células  C6  han  demostrado  ser  resistentes  al  daño 
excitotóxico,  es  razonable  plantear  la  hipótesis  de  que  las  variaciones  anteriormente  descritas  en  los 








células  gliales.  Por  un  lado,  los  receptores  de  adenosina  controlan  la  liberación  de  diversas  sustancias  que 
pueden influenciar la actividad neuronal, así como su viabilidad. Por ejemplo, se ha descrito que la activación 
del  receptor  A1  promueve  la  liberación  de  NGF  (nerve  growth  factor)  en  cultivos  primarios  de  astrocitos 
(Ciccarelli  y  col.,  1999)  o  de  interleucinas,  como  la  IL‐6  que  presenta  propiedades  neuroprotectoras 
(Schwaninger  y  col.,  1997).  Por  otro  lado,  los  receptores  de  adenosina,  al  igual  que  en  neuronas,  pueden 
modular  la  función de otros  sistemas de  receptores,  como ocurre  con  la otra  familia de  receptores que  es 
objeto de estudio de esta Memoria, los receptores metabotrópicos (Cormier y col., 2001), así como modular el 
metabolismo  celular. Existen, por  tanto, bastantes vías por  las que  la activación de  los  receptores A1 puede 
desencadenar fenómenos protectores en células C6. 
Existen  en  la  bibliografía  evidencias  robustas  de  que  el  bloqueo  de  los  receptores  A2A  resulta 
neuroprotector. Aunque  los primeros  trabajos empleando antagonistas de  los  receptores A2A  como agentes 
neuroprotectores  datan  de  principios  de  los  90,  no  fue  hasta  unos  años  más  tarde  cuando  se  aceptó 
definitivamente  la  implicación de  la  inactivación, genética o farmacológica, de  los receptores A2A en procesos 
neuroprotectores en modelos de isquemia in vivo (Monopoli y col., 1998; Chen y col., 1999). Además, también 
se  ha  demostrado  la  capacidad  neuroprotectora  de  los  antagonistas  de  los  receptores  A2A  en modelos  de 
excitotoxicidad inducidos por kainato (Lee y col., 2004b) o por la administración de ácido quinolínico (Popoli y 
col., 2002). De la revisión de estos trabajos se desprende que la neuroprotección observada en modelos in vivo 
por el bloqueo de  los  receptores A2A es más  robusta en  regiones  corticales que en ganglios basales, donde 
tradicionalmente se ha creído que estos receptores eran más abundantes. Esta observación concuerda con los 
resultados obtenidos en  la presente Memoria, donde  se observa que  la expresión de  los  receptores A2A en 
neuronas de corteza y células gliales C6 es similar a la observada para los receptores A1, aunque contrasta con 
lo observado previamente empleando [3H]CGS 21680 como radioligando (Lopes y col., 2004). 
A pesar de  los efectos  tan claros que se han observado por el bloqueo de  los receptores A2A  frente a 
diferentes  estímulos nocivos no  se  conocen  con  exactitud  los mecanismos que  conducen  a  esta protección 
celular. En el caso de las células gliales, este hecho se ve incrementado por la escasez de trabajos in vitro que 
avalen la eficacia de los antagonistas de los receptores A2A frente a fenómenos tóxicos y que faciliten el estudio 
de  las  funciones  que  desempeñan  en  estos  procesos.  Se  ha  establecido  que  los  receptores  de  adenosina 
controlan en células gliales la astrogliosis mediante la activación de los receptores A2A (Brambilla y col., 2003), 
así  como  que  la  activación  de  estos  receptores  produce  una  disminución  en  el  transporte  de  glutamato  al 
interior de los astrocitos (Pintor y col., 2004) y con un incremento en la liberación del mismo (Nishizaki y col., 





















col.,  2006),  siendo  esta  activación,  además,  progresiva  según  decrece  la  cantidad  de  oxígeno  disponible 





de  cerebro de  rata  in  vitro,  como  se ha demostrado en el  test de  viabilidad empleado.  La evaluación de  la 









Está  descrito  en  la  literatura  que  la  disminución  en  la  disponibilidad  de  oxígeno  induce  procesos 






tipos  celulares  como  son  los  cardiomiocitos  (Ren  y  col, 2008) o  las  células endoteliales  (Hung  y  col., 2007), 
confirmando  los  resultados  obtenidos  en  nuestos  cultivos.  Es  destacable  que  en  todos  ellos  se  emplearon 








este  trabajo,  tinciones de  la  cromatina  con Hoechst o  ioduro de propidio, es mucho menos  sensible que el 
método basado en MTT empleado en  la presente Memoria para detectar variaciones en  la viabilidad celular. 
Por  último,  los  experimentos  se  realizaron  en  neuronas  corticales  a  9 DIV,  frente  al  rango  de  14  a  18 DIV 
empleados  en  este  trabajo,  lo  que  podría  suponer  una menor  vulnerabilidad  del  cultivo  primario  al  daño 
producido por la privación de oxígeno. 
Es conocido desde hace algunos años que la hipoxia y/o la isquemia inducen la liberación de adenosina 
con  fines neuroprotectores  (Fredholm, 1997),  sin embargo,  junto con este neuromodulador  se  liberan otros 
neurotransmisores,  incluyendo  los  aminoácidos  excitadores  glutamato  y  aspartato  (Phillis  y  col.,  1991),  el 
inhibidor GABA  (Phillis  y  col.,  1991),  noradrenalina  (Globus  y  col.,  1989)  y  acetilcolina  (Kumagae  y Matsui, 
1991), siendo, en principio, los aminoácidos excitadores los responsables del daño neuronal que ocurre como 
consecuencia  de  los  episodios  hipóxicos/isquémicos  (Lipton  y  Rosenberg,  1994).  En  este  trabajo  se  ha 
demostrado  que  la  exposición  de  neuronas  corticales  de  cerebro  de  rata  al  modelo  descrito  de  hipoxia 
moderada  produce  un  aumento  del  número  total  de  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  en  la 
superficie celular sin que ello afecte a su afinidad. El estudio más específico de cada subtipo de receptor indicó 
que  los  subtipos mGlu1, mGlu5  y mGlu2,3  son  responsables,  si  no  totalmente,  al menos,  parcialmente  del 




acoplada,  describiéndose  en  este  caso  una  disminución  de  la  cantidad  de  esta  enzima  no  justificable  por 
variaciones en su expresión génica. Sin embargo, los ensayos enzimáticos realizados demostraron que la vía de 
transducción  de  señales  que  implicaba  a  los  receptores metabotrópicos  del  grupo  I  y  a  la  enzima  PLC  no 
resultaba  alterada  como  consecuencia  de  la  hipoxia moderada  en  neuronas  corticales  de  cerebro  de  rata, 
podemos suponer que ello es debido a mecanismos de compensación. 






estrés  químico  del  retículo  endoplásmico  producía,  de  forma  dosis  dependiente,  una  disminución  en  la 
viabilidad que iba acompañada de una diminución similar en la expresión de la isoforma β1 de la PLC (Yasuda y 
col., 2008). Otro estudio que relaciona  la PLCβ1 con  los receptores metabotrópicos del grupo I es el realizado 
por Nagasaka y colaboradores, en el que demostraron que  la  teína, un componente del  té verde, ejercía un 
efecto neuroprotector en cultivos primarios de neuronas corticales  frente a  la exposición a glutamato como 
consecuencia  de  la  activación  de  los  receptores  metabotrópicos  del  grupo  I,  los  cuales  aumentaban  la 
expresión  de  la  proteína  PLCβ1,  evitando  así  la muerte  neuronal  (Nagasaka  y  col.,  2004).  Estos  resultados 
concuerdan con los presentados en esta sección de la presente Memoria, en la que el aumento en la expresión 
de los receptores metabotrópicos del grupo I se puede explicar como un intento de paliar las deficiencias en la 
vía  de  señalización  a  la  que  están  principalmente  acoplados,  ésta  es,  el  aumento  del  calcio  intracelular, 
deficiencias  producidas por  la  disminución  en  los  niveles  de  la  enzima  PLCβ1. De  hecho,  se observa  que  el 
efecto  final  de  la  exposición  a  agonistas  de  los  mGlu  del  grupo  I  en  este  modelo  propuesto  de  hipoxia 
moderada no se diferencia del observado en neuronas corticales mantenidas en condiciones de normoxia. 
Esta hipótesis se apoya en el hecho observado experimentalmente por otros grupos de investigación de 
que, en general, el empleo de agonistas de  los  receptores metabotrópicos del grupo  I en modelos de daño 
cerebral  por  hipoxia/isquemia  resulta  neuroprotector.  Este modelo  de  neuroprotección  se  ha  descrito  en 
neuronas  hipocampales  sometidas  a  anoxia  (Maiese  y  col.,  1996),  en  cortes  de  hipocampo  durante  la 
hipoxia/hipoglicemia (Schröder y col., 1999), en cultivos primarios de neuronas granulares (Kalda y Zharkovsky, 
1999; Kalda y col., 2000) y en cerebro neonatal de rata (Camboine y col., 2000). Según parece,  la clave de  la 
neuroprotección ejercida por  los receptores metabotrópicos del grupo  I se basa en  la capacidad de estos de 
activar la PKC (Schröder y col., 1999; Maiese y col., 1996), cuya acción neuroprotectora ya ha sido demostrada 
en otros modelos in vitro de daño cerebral (Cordey y Pike, 2006). 




Sin embargo, existen  algunos  autores que postulan que  la  activación de  los mGlu del  grupo  I podría 
incrementar el daño celular en los procesos post‐isquémicos, ya que, según demostraron Meli y colaboradores 
(Meli y  col., 2005) en  células BHK  (Baby hamster kidney)  transfectadas  con mGlu1 y mGlu5,  la activación de 










desde que  se  sintetiza el ARNm hasta que  se obtiene  la proteína  funcional existe  todavía, en  la actualidad, 
cierta controversia acerca de la relación existente entre los niveles de ARNm y de proteína en los casos en los 
que no se observan variaciones en el mismo sentido. Algunos autores atribuyen estas variaciones a defectos en 
la  maquinaria  celular  que  ocurren  en  ciertas  patologías  (Martín‐Ruiz  y  col.,  2004),  sin  embargo  no  hay 
evidencias experimentales que corroboren ninguna hipótesis. 
La regulación de los receptores metabotrópicos del grupo II ha sido estudiada más a fondo a lo largo de 
estos  últimos  años  dado  que,  debido  a  sus  funciones  conocidas  es  más  fácil  explicar  su  posible  papel 
neuroprotector. De este modo, se postula que los receptores mGlu del grupo II, a nivel postsináptico reducirían 
la  excitabilidad  neuronal  como  resultado  de  la  disminución  en  la  formación  de  AMPc  o  la modulación  de 
determinados canales iónicos (para revisión ver Tamaru y col., 2001). Por otro lado se llevó a cabo en 2003 un 
estudio exhaustivo de  la expresión de mGlu2,3 en especies  tolerantes a anoxia  (Poli y col., 2003), del que se 
dedujo  que,  en  el  cerebro  de  estas  especies,  la  expresión  de  los  receptores  mGlu  del  grupo  II  era 
significativamente  más  elevada,  resultando  además  sus  agonistas  neuroprotectores  en  este  modelo.  No 
obstante, otros trabajos en cerebro de rata (Cai y col., 1999), en células granulares (Kalda y Zharkovsky, 1999) o 
en  retina  (Beraudi  y  col.,  2007),  apoyan  este  efecto  neuroprotector  descrito  principalmente  en  Carassius 




estos receptores,  lo que corroboraría el papel neuroprotector de  los agonistas de  los receptores del grupo  II 
como agentes capaces de disminuir la cantidad de AMPc intracelular. 
Por último,  en  lo que  se  refiere  a  los mGlu pertenecientes  al  grupo  III,  la potenciación de  su  vía de 
señalización en el modelo descrito de hipoxia moderada concuerda con  los trabajos descritos en  la  literatura, 
en los que la activación de los mGlu del grupo III resulta neuroprotectora por motivos similares a los esgrimidos 
en  el  caso  de  los  agonistas  de  los  receptores  del  grupo  II.  En  este  sentido,  se  ha  descrito  el  efecto 
neuroprotector de agonistas del grupo III en modelos de hipoxia/isquemia en neuronas hipocampales  in vitro 
(Maiese y col., 1996) y en cortes de hipocampo (Sabelhaus y col., 2000). El trabajo aquí presentado constituye 
el  primer  estudio  realizado  hasta  la  fecha  sobre  la  expresión  proteica  de  los  receptores  metabotrópicos 
durante los procesos de hipoxia moderada en neuronas corticales. 
En  la  presente Memoria  se ha descrito que  las  neuronas  corticales  de  cerebro  de  rata  sometidas  al 
modelo descrito de hipoxia moderada sufren una modulación de los receptores de adenosina presentes en la 
membrana celular. En concreto, se observa que la densidad de los receptores A1 aumenta mientras que la de 










de  oclusión  de  la  arteria  cerebral  media  (Nagasawa  y  col.,  1994)  y  en  un  modelo  de  isquemia  cerebral 
transitoria  (Onodera y col., 1987), aunque éste no es un comportamiento general para  los  receptores A1 en 
todas  las áreas cerebrales  (Lee y col., 1986). Por otro  lado, el efecto contrario, es decir, un aumento de  los 
niveles del receptor A2A, se ha observado en células PC12 sometidas a 5% de O2 durante 12 horas (Kobayashi y 
Millhorn, 1999).  
Son  conocidas  las  propiedades  neuroprotectoras  de  los  agonistas  del  receptor  A1  en  modelos  de 
hipoxia/isquemia  (revisado  por  de  Mendoça  y  col.,  2000),  aunque  no  está  tan  claro  la  función  de  los 
antagonistas  de  los  receptores  A2A  en  estas  situaciones  (revisado  por  Cunha,  2005).  Por  este  motivo  es 
razonable suponer que el significado fisiológico de los efectos observados en neuronas corticales sometidas a 
hipoxia moderada sobre estos receptores es un intento celular de minimizar el daño cuando las condiciones de 
disponibilidad de oxígeno no son  favorables, mientras que  la disminución de  los niveles del  receptor A1 y el 
aumento  de  los  del  receptor  A2A  en  condiciones  de  anoxia  podría  entenderse  como  una  disfunción  en  la 
regulación de estos receptores como resultado de un proceso patológico. Esta hipótesis se sustenta, además, 
en  el  hecho  demostrado  de  que  los  ratones  deficientes  en  el  receptor  A1,  a  pesar  de  ser  viables,  al  ser 
sometidos a hipoxia presentaban una muerte embrionaria elevada y un profundo  retraso en el  crecimiento 
acompañado  de  diversas malformaciones,  lo  que  demuestra  el  papel  neuroprotector  de  los  receptores  A1 
durante la hipoxia pre‐natal (Wendler y col., 2007). 
Las  células  neuronales  responden  a  la  disminución  de  oxígeno  incrementando  la  liberación  del 
neuromodulador adenosina,  tanto en  sistemas  in vivo  (Van Wylen y col., 1986; Phillis y col., 1987) como en 
sistemas  in  vitro  (Fredholm  y  col.,  1994;  Frenguelli  y  col.,  2003),  el  cual  parece  actuar  como  un  agente 
neuroprotector  endógeno  (de  Mendonça  y  col.,  2000;  Fredholm  y  col.,  2005a).  En  esta  Memoria  se  ha 
demostrado que la exposición de las neuronas corticales a adenosina produce un efecto similar al observado en 
estas  células  cuando  la  presión  parcial  de  oxígeno  disminuía,  aunque  con  algunas  ligeras  diferencias.  En 
general, se podría decir que la adenosina mimetiza el efecto de  la hipoxia a  largos tiempos de exposición, sin 
embargo,  a  tiempos  cortos  de  exposición  el  comportamiento  de  los  receptores  estudiados  es  diferente.  El 
receptor A1, el más sensible a la presencia de adenosina y el que juega el papel principal en la neuroprotección 
mediada por este agente (Sebastião y col., 2001), es el que mayores diferencias presenta entre la aplicación de 
adenosina y  la bajada de oxígeno. De hecho,  los  resultados sobre  los niveles del  receptor A1 producidos por 
ambos  tratamientos  sólo  se  igualan  en  los  experimentos  a  tiempos  más  prolongados  (24  horas).  Estas 
diferencias podrían ser debidas a la evolución con el tiempo de los niveles de adenosina durante la hipoxia. A 
pesar de haberse intentado, no se han podido calcular las concentraciones de adenosina a los distintos tiempos 
ensayados  pero,  a  la  vista  de  los  resultados  obtenidos,  es  razonable  suponer  que  se  produce  un  aumento 






afinidad del receptor A1 por  la adenosina con respecto al A2A y, por otro  lado, apoyan  la hipótesis de que el 
aumento del receptor A1 sea neuroprotector, ya que esa facilidad que demuestra para ser modulado por  los 
estímulos ensayados permitiría que la célula se adaptara rápidamente al nuevo entorno. 
Se  ha  descrito  con  anterioridad  por  este  grupo  de  investigación  los  procesos  de  trans‐modulación 
existentes  entre  los  receptores  de  adenosina  y  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  en  cerebro 
(Albasanz y col., 2002b; León y col., 2008) y en corazón de rata (Iglesias y col., 2006). En la presente Memoria se 
ha  demostrado  que  las  variaciones  detectadas  en  los  receptores metabotrópicos  de  glutamato  durante  la 
disminución de la disponibilidad de oxígeno se corresponden con las provocadas por aumentos en la cantidad 
de  adenosina  en  el medio  de  cultivo  y  son,  por  tanto, mediados  por  los  receptores  de  adenosina.  Estas 
variaciones detectadas ocurren en el mismo sentido que  las observadas en cerebro de  rata  tras  inyecciones 
subcutáneas  de  R‐PIA  (Albasanz  y  col.,  2002b),  aunque  serían  necesarios  experimentos  adicionales  que 
desvelaran el mecanismo de control de los receptores de adenosina sobre los de glutamato en este modelo.  
Durante la reoxigenación posterior a la hipoxia/isquemia ocurren fenómenos de muerte celular de vital 
importancia  clínica.  Los  resultados  descritos  demuestran  que  durante  la  reoxigenación  también  ocurren 
procesos de modulación de la cantidad y la afinidad de los receptores estudiados en la presente Memoria. Para 
los  receptores  de  adenosina  se  observa  que  1  hora  de  reoxigenación  produce  en  el  receptor  A1  una 
disminución de  los parámetros  cinéticos observados, mientras que para el  receptor A2A no  supone  cambios 
destacables.  Este  resultado  está  de  acuerdo  con  los  argumentos  expuestos  anteriormente,  por  un  lado  los 
receptores A1 son más susceptibles de ser regulados por la acción de la adenosina y, por tanto, también lo son 
a  situaciones  fisiológicas  que  producen  variaciones  en  los  niveles  de  este  neuromodulador.  Según  esta 
hipótesis, sería el receptor A1 el principal mediador de  los efectos de  la adenosina a nivel celular, siendo por 
tanto  responsable  de  orquestar  los  cambios  detectados  a  nivel  del  receptor  A2A.  Para  los  receptores 
metabotrópicos  la  reoxigenación  supone  una  variación  adicional  no  observada  durante  los  fenómenos  de 
hipoxia moderada. En este caso, la variación en el número de receptores viene acompañada de aumentos en la 
afinidad de los mismos, se podría postular como el resultado de un mecanismo de compensación destinado a 
paliar  la  disminución  en  la  excitabilidad  neuronal  que  conlleva  la  pérdida  de  receptores metabotrópicos. 
Aunque  poco  se  conoce  de  los mecanismos  que  gobiernan  los  procesos  de  reoxigenación,  parece  que  la 













Los  mayores  reguladores  de  la  homeostasia  del  oxígeno  son  los  factores  inducibles  por  hipoxia 
(Semenza, 2001), que se subdividen en  tres  familias: HIF‐1α, HIF‐2α y HIF‐3α. Mientras que HIF‐1α y HIF‐2α 
funcionan como factores de transcripción en sí con diferentes funciones esenciales para el desarrollo (Benizri y 














adenosina  los  receptores  A1  disminuyen  y  los  A2A  aumentan,  al  contrario  de  lo  que  sucedía  en  cultivos 
neuronales, variando las respectivas constantes KD en el mismo sentido. Estos cambios no se observaron a nivel 
del  ARNm  de  estos  receptores  pero  sí  en  los  ensayos  de  la  actividad  AC  en  el  caso  del  receptor  A2A.  Se 
detectaron además variaciones en la expresión génica de los factores de transcripción CREB y CREM, los cuales 
disminuían durante la hipoxia moderada. Por último se demostró que la adenosina mimetizaba los efectos de la 
hipoxia  y que  la  regulación observada  en el  caso de  los  receptores de  adenosina  estaba orquestada por  el 
receptor A1. 
Al contrario de  lo observado para neuronas corticales, en células C6  la hipoxia moderada no produce 
disminución  alguna  en  la  viabilidad  celular,  aunque  estas  células  son  sensibles  a  condiciones  estrictas  de 





2003).  En  células  PC12  se  observó  que  la  hipoxia  inducía  cambios  en  enzimas  claves  del metabolismo  del 
glutamato que producían una disminución del glutamato extracelular,  lo cual podría proteger a estas células 
durante la hipoxia (Kobayashi y Millhorn, 2001). 






células  granulares  de  cerebelo  privadas  de  oxígeno  y  glucosa  (Kalda  y  col,  2000).  Recientemente  se  ha 
observado que, en cortes de hipocampo sometidos a privaciónde glucosa y oxígeno  la activación de  los mGlu 
del grupo  I, y  su acción a  través de PI3K y Akt,  resultaba neuroprotectora  (Scartabelli y  col., 2008). En este 
mismo sentido, se comentó en el apartado anterior el potencial neuroprotector de los agonistas de los grupos 
II  y  III  de  los mGlu.  Con  estos  antecedentes  bibliográficos  se  puede  suponer  que  el  aumento  de  los mGlu 
observado en células C6 sometidas a hipoxia moderada puede ser debido a un intento fisiológico de disminuir 
el daño celular producido por los procesos de privación de oxígeno, lo cual, por otro lado, explicaría la aparente 
insensibilidad de estas células, en  lo que a su viabilidad se  refiere,  frente a  la disminución de un  factor vital 
como es la presión parcial de oxígeno. 
Dado  el  aumento  descrito  en  la  expresión  génica  del  gen  codificante  para  el  receptor  mGlu1,  es 
razonable suponer que los niveles de proteína de este receptor deben estar aumentados en estos procesos. Sin 
embargo,  los aumentos descritos en  los niveles de  los  receptores mGlu, no pueden entenderse únicamente 





que  el  aumento  detectado  de  los  receptores mGlu  conlleve  una  variación  en  la  presencia  de  los  distintos 
subtipos  en  la  membrana  plasmática,  como  cada  subtipo  tiene  su  propia  constante  de  afinidad,  serían 




La  isoforma  β1 de  la enzima PLC  juega un papel  importante en  la  transducción  celular de  señales de 
supervivencia  (Lee  y  col., 2000b). Ha quedado demostrado que ni  la  actividad basal de  la  enzima PLC ni  la 
capacidad  de  agonistas  del  grupo  I  de  los  receptores  mGlu  de  estimularla  varían  en  los  experimentos 
desarrollados,  a  pesar  del  aumento  observado  en  los  receptores mGlu.  Hay  varias  hipótesis  que  podrían 
explicar  estos  hechos.  La  primera  de  ellas  es  que  las  células  C6  se  comportaran  de manera  similar  a  las 
neuronas corticales durante  la hipoxia moderada. Esta hipótesis fue discutida en el apartado anterior y no se 
repetirá aquí, sin embargo sí es necesario apuntar que el estudio realizado en células C6 fue menos exhaustivo 
que en neuronas  corticales, por  lo que hay menos datos experimentales que  sustenten esta hipótesis. Otra 
posibilidad es que el sistema de  los receptores mGlu del grupo  I y  la PLC no varíen, o no varíen  lo suficiente, 
como para observarse diferencias  significativas  en  la  funcionalidad del  sistema o bien  existan  variaciones  a 
nivel de  las proteínas G encargadas de conectar ambos sistemas que modifiquen  la funcionalidad del sistema 
en su conjunto. Por último, podría ocurrir que no se observen diferencias debido a la baja actividad de la PLC 








larga  vida  media  (Hettinger  y  col.,  1998).  En  este  sentido,  existen  algunos  trabajos  que  sugieren  que  la 
desensibilización neuronal de los receptores A1 ocurre tras exposiciones a agonista a tiempos largos, incluso de 





hipoxia  hipobárica  durante  largos  periodos  (Kacimi  y  col.,  1995).  Recientemente  Coelho  y  colaboradores 
(Coelho  y  col.,  2006)  han  demostrado  que  90  minutos  de  hipoxia  son  suficientes  para  observar  la 




que  la  adenosina  actúa  como  un  importante  agente neuroprotector  endógeno  (de Mendonça  y  col.,  2000; 
Fredholm y col., 2005). Recientemente se ha reconocido a la adenosina como un nuevo gliotransmisor, el cual 





lo  que  sugiere  que  este  agonista  es  responsable,  al menos,  en  parte,  de  la  disminución  de  los  niveles  del 
receptor A1. El mismo razonamiento se puede emplear para  la modulación de  los receptores A2A. Además, se 
comprobó  que  en  presencia  de  adenosina  desaminasa  durante  la  hipoxia  moderada  no  se  observaban 
variaciones significativas de los receptores A1 y A2A. 
Los  valores  de  afinidad  obtenidos  en  células  normóxicas  fueron  ligeramente más  elevados  que  los 
descritos  por  otros  autores.  Esta  variación  podría  ser  debida  a  diferencias  entre  los  sistemas  estudiados. 
Ligandos  que  funcionan  bien  en  determinados  sistemas  pueden  ser menos  potentes,  o  incluso  inactivos, 
cuando se emplean en sistemas distintos para  los que fueron desarrollados. Un posible motivo que explicara 
este hecho  son mutaciones puntuales en  los  sitios de  reconocimiento del  receptor que  impidan el  correcto 
reconocimiento del ligando (Da Settimo y col., 2004). De acuerdo con esto, se observaron diferencias de hasta 
tres  órdenes  de magnitud  entre  la  afinidad  obtenida  para  DPCPX  y  la  obtenida  para  CHA  en  células  CHO 
transfectadas con el receptor A1 humano (Baker y Hill, 2007a). En este mismo estudio, se mostraba un valor de 




encontrar  cuando  se  estudian  estos  receptores.  Además,  los  receptores  de  adenosina  exhiben  diferentes 
valores de EC50 en diferentes  sistemas dependiendo del efecto medido. Por ejemplo, el efecto de NECA en 
células CHO  transfectadas es mucho más potente a  la hora de estimular  la  fosforilación de ERK1/2  (EC50=19 
nM) que a la hora de formar AMPc (EC50 = 1,4 µM) a través de los receptores A2B (Schulte y Fredholm, 2000). 
Nuestros  resultados muestran  un  incremento  en  la  afinidad  del  receptor  A1,  lo  cual  podría  implicar 
modificaciones en los niveles de proteínas G y/o en la asociación de éstas con los receptores durante la hipoxia 
moderada.  Aunque  la  afinidad  de  un  receptor  se  ha  considerado  históricamente  constante,  dado  que  la 
composición química del receptor no varía, hay evidencias de que los receptores podrían tener múltiples sitios 







de  los  receptores  de  adenosina  (Kitakaze  y  col.,  1996).  La  hipoxia  causa  además  cambios  en  los  lípidos  de 
membrana, como lo ácidos grasos insaturados en cis que podrían determinar las características de unión de los 
receptores A1 y A2A (Cunha y col., 2001b). Estos cambios en el receptor, la proteína G, el acoplamiento a la AC y 
los  lípidos  de  los  alrededores  (Becher  y  McIlhinney,  2005)  podrían  ser  responsables  de  la  ausencia  de 
variaciones  en  la  capacidad  del  CHA  de  inhibir  la  actividad  AC  estimulada  por  forskolina  a  pesar  de  la 
disminución de los receptores A1. Además, sobre esta falta de efecto también podría influir el incremento en la 
afinidad de estos  receptores durante  la hipoxia.  La  actividad AC parece  ser  la  vía principal de  transducción 
mediada por los receptores A1 en estas células, ya que ni CPA ni CHA fueron capaces de estimular la actividad 
PLC. Teniendo en cuenta los valores de KD obtenidos en C6 se empleó una concentración de CHA elevada que 
asegurara  el  efecto máximo  posible  a  la  hora  de  testar  la  funcionalidad  del  receptor  A1.  Concentraciones 
similares de  ligando se emplearon por Cordeux y colaboradores (Cordeux y col., 2004),  los cuales usaron CPA 
100  µM  para  inhibir  la  actividad  AC  en  células  CHO  transfectadas  con  el  receptor  A1.  Además,  diferentes 
investigadores  han  empleado  un  amplio  rango  de  concentraciones  de  los  ligandos  de  los  receptores  de 
adenosina  en  diferentes  sistemas  (de Mendonça  y  col.,  2000),  lo  que  sugiere  que  cada  ensayo  ha  de  ser 




Hay algunos  trabajos que demuestran que  la expresión génica de  receptores de  superficie,  como  los 
receptores α y β‐adrenérgicos, es regulada por efecto de la hipoxia (Li y col., 1995, 1996). Una de las primeras 
evidencias del aumento de  los niveles del receptor A2A, a nivel de proteína y de ARNm, durante  la hipoxia  la 















El  factor de  transcripción CREB desempeña un papel  importante en  la  transcripción basal del gen A2A 
(Chiang y col., 2005). La expresión génica de los factores de transcripción CREB y CREM está significativamente 
disminuida  durante  la  hipoxia  en  células  C6,  y  podría  estar  implicada  en  la modulación  de  los  receptores 
observada o la de otros genes diana en estas células. 
La  expresión  génica  durante  la  hipoxia  está  controlada  por  la  familia  de  factores  de  transcripción 
conocida como  factores  inducibles por hipoxia  (HIF)  (Semenza, 2001). HIF‐1α está altamente regulado por  la 
presión parcial de oxígeno (Wang y col., 1995), sin embargo, HIF‐3α se relaciona con la disminución de la señal 
desatada por la hipoxia al considerarse un inhibidor de HIF‐1α (Makino y col, 2002). La ausencia de efecto de la 




que exhiben una elevada actividad del  factor HIF, que  tiene  como  resultado el aumento en  la expresión de 
muchas dianas de HIF y contribuye al crecimiento y a la elevada vascularización de estos tumores (Kaur y col., 
2005). En la mayoría de los cánceres, la expresión de HIF‐1α parece estar asociada con el progreso del tumor y 
su  desarrollo.  Además,  parece  que  HIF‐1  media  la  resistencia  a  radioterapia  (Aebersold  y  col.,  2001)  y 
quimioterapia  (Unruh  y  col.,  2003)  de  las  células  concerígenas  en  hipoxia.  En modelos  experimentales  la 
eliminación de HIF‐1 impide el crecimiento del tumor y los fenómenos angiogénicos (Ryan y Johnson, 1998) y 
su inhibición mejora la respuesta a la quimioterapia y a la radioterapia (Quintero y col., 2004). Por otro lado, los 
receptores de adenosina aumentan  los niveles de  factores angiogénicos no  sólo en condiciones normóxicas, 
sino  también  bajo  los  efectos  de  la  hipoxia.  Se  ha  descrito  que  la  adenosina  coopera  con  la  hipoxia  para 
estimular  la  secreción  de  VEGF  (vascular  endothelial  growth  factor)  e  induce  la  secreción  de  factores 
angiogénicos adicionales como, por ejemplo,  la  interleuquina 8 (IL‐8), que no se estimulan únicamente por  la 
hipoxia. Estos factores, secretados en respuesta a ambos estímulos podrían promover la neovascularización y, 
en  última  estancia,  la  adecuada  oxigenación  del  tejido  (Ryzhov  y  col.,  2007).  Cuando  las  células  C6  se 
implantaron en cerebros de rata,  la expresión del receptor A1 en  los tumores generados era dependiente del 












Los resultados expuestos en  la presente Memoria demuestran  los efectos nocivos de  la exposición de 
neuronas  corticales  al  fragmento 25‐35 del péptido amiloide  (βA25‐35). Este  fragmento ha  sido  ampliamente 
utilizado en numerosos trabajos de  investigación, en  los que, al  igual que en esta Memoria, se comprobaron 
que los efectos ejercidos por este péptido eran similares a los observados tras el empleo de βA1‐42 (Pike y col., 
1993;  Iversen y col., 1995). Entre  los efectos observados destacan una marcada disminución de  la viabilidad 
celular, que depende  tanto del  tiempo de exposición  como de  la  cantidad de  βA25‐35 que  se empleó en  los 
ensayos, y una activación de  la caspasa 3,  tanto a nivel de  la expresión génica como a nivel de su actividad 
enzimática. Estos  resultados  sugieren que  la muerte  celular observada  se produce  a  través de mecanismos 
apoptóticos, los cuales convergen en la activación de la caspasa 3, una caspasa efectora que, una vez activada, 
procesará otros sustratos que mediarán en la muerte celular por apoptosis, y que se relaciona con, al menos, 
parte  de  la muerte  neuronal  observada  durante  el  progreso  de  la  enfermedad  de Alzheimer  (revisado  por 
Wellington  y  Hayden,  2000).  La  toxicidad  del  fragmento  25‐35  ya  había  sido  demostrada  previamente  en 
neuronas corticales  in vitro por el método del MTT  (Ueda y col., 1997), así como  también se conocía que  la 
activación de la caspasa 3 era responsable de parte de la muerte celular observada in vitro como consecuencia 
de  la exposición de neuronas  corticales a  βA25‐35  (Harada  y  Sugimoto, 1999). Sin embargo,  se ha observado 
también que el efecto  tóxico del péptido amiloide depende de  la  concentración  a  la que  se emplee.  Se ha 
establecido que a elevadas concentraciones, como las empleadas en la presente Memoria, el péptido amiloide 




glutamato en  la patogénesis de  ciertas enfermedades neurodegenerativas. En el  caso de  la enfermedad de 





aumento,  al menos,  los  receptores mGlu1  y mGlu5,  los  cuales  aumentan  su  expresión  tras  la  exposición  a 
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βA25‐35,  mientras  que  los  subtipos  mGlu2,3  disminuyen,  observándose,  por  tanto,  procesos  de  regulación 
diferencial  de  los  distintos  subtipos  de  los  receptores metabotrópicos  de  glutamato.  Por  otro  lado,  se  ha 
comprobado la funcionalidad del sistema mediante ensayos de actividad enzimática, y se ha observado que la 
capacidad de los receptores metabotrópicos del grupo I de estimular la actividad PLC resulta disminuida tras la 





presencia  del  péptido  βA25‐35  afirmaba  que  la  activación  de  los  receptores metabotrópicos  de  glutamato, 
empleando ligandos poco específicos, protegía a las neuronas corticales del daño producido por la exposición 
al péptido amiloide, aunque al realizar los mismos experimentos en neuronas granulares sólo se observó efecto 






células  de  neuroblastoma  SK‐N‐SH  la  activación  del  subtipo  5,  en  contra  de  lo  que  proponían  Bruno  y 
colaboradores,  resultaba  neuroprotectora  frente  al  daño  producido  por  el  péptido  amiloide  mediante  la 
activación del factor NF‐κB (Pizzi y col., 2005). Estos autores sostienen que, a pesar de que la activación de los 
receptores del grupo  I es excitadora, existen  indicios que apoyan  la  idea de que  la activación  tónica mismos 
induce la desensibilización de su actividad facilitadora de la actividad neuronal transformándola en una acción 
inhibidora de  la actividad y, por  tanto, neuroprotectora  (Herrero y col., 1998; Bruno y col., 2001). Debido a 
estos  precedentes  bibliográficos  no  es  fácil  predecir,  sin  la  realización  de  experimentos  adicionales,  si  los 
procesos  de  regulación  observados  en  los  receptores metabotrópicos  de  glutamato  son  resultado  de  una 




(Albasanz  y  col.,  2005). No  obstante,  existen  otros  indicios  no  relacionados  con  el  empleo  de  agonistas  y 
antagonistas  en  modelos  de  neuroprotección  sino,  más  bien,  con  la  fisiopatología  de  la  enfermedad  de 
Alzheimer, estos trabajos se expondrán a continuación y aclararán el papel neuroprotector de  los receptores 
metabotrópicos del grupo I en este modelo. 
Los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  se  han  relacionado  con  los  dos  principales  rasgos 





se  ha  demostrado  que  en  neuronas  NT2‐N  la  activación  de  los  receptores  metabotrópicos  del  grupo  I 
bloqueaba  el  aumento  de  los  niveles  de  proteína  tau  observado  en  estas  células  tras  un  pulso  con NMDA 
(Paterlini y col., 1998), resultando su activación, por tanto, neuroprotectora. Por otro lado, la activación de los 
receptores metabotrópicos de glutamato también ha sido relacionada con el procesamiento de la proteína APP 
a  formas  no  amiloidogénicas.  Así,  se  demostró  que  en  neuronas  hipocampales  y  astrocitos  corticales 
empleando  ACPD,  agonista  de  los  grupos  I  y  II,  se  favorecía  el  procesamiento  de  APP  en  formas  no 
amiloidogénicas  (sAPP)  (Lee  y  col., 1996).  Lo mismo  se demostró  en neuronas NT2‐N  empleando  agonistas 
específicos del grupo  I (Jolly‐Tornetta y col., 1998) y en cortes de hipocampo y corteza de cerebro de rata al 
activar  los grupos  I y  II (Ulus y Wurtman, 1997). Estas referencias bibliográficas apoyan  la hipótesis de que el 
aumento  observado  en  los  receptores metabotrópicos  del  grupo  I  como  consecuencia  de  la  exposición  al 
péptido  amiloide  pudieran  ser  resultado  de  una  respuesta  celular  cuyo  objeto  fuera  disminuir  la  toxicidad 
producida  por  dicho  péptido.  En  este  sentido,  se  ha  descrito  por  el  grupo  de  investigación  en  el  que  se 
desarrolló esta Memoria que en cerebros de pacientes de Alzheimer ocurre una pérdida gradual de receptores 
mGlu (Albasanz y col., 2005). 
Se  ha  descrito  en  la  Demencia  con  cuerpos  de  Lewy  que  existe  una  disminución  de  los  niveles  de 
proteína PLCβ1 como consecuencia de su asociación con la α‐sinucleína (Dalfó y col., 2004), sin embargo, estas 
variaciones no se observaron al analizar los niveles de PLCβ1 en cerebros de pacientes de Alzheimer (Albasanz y 
col., 2005). No obstante,  los efectos descritos en  la presente Memoria, demuestran que  la cantidad de PLCβ1 
disponible  en  neuronas  corticales  es menor  tras  la  exposición  de  las mismas  al  péptido  amiloide,  lo  que 
produciría, a su vez, una disminución de  la funcionalidad de  los receptores metabotrópicos de glutamato del 
grupo  I  en  este  sistema,  a  pesar  de  su  aumento  en  número.  Este  resultado  es  distinto  al  observado 
anteriormente por este  grupo  (Albasanz  y  col., 2005),  sin embargo, en  ambos  casos, el  resultado  sería una 
disminución de  la funcionalidad del sistema mGlu  I/PLCβ1 y sería razonable suponer que  la disminución de  la 
proteína  PLCβ1  descrita  en  esta  Memoria  podría  ser  resultado  de  un  mecanismo  de  protección  celular 
destinado  a  disminuir  los  niveles  de  Ca2+  intracelular,  aumentados  como  consecuencia  de  la  exposición  al 
péptido  amiloide  (revisado  por  Mattson  y  Chan,  2003).  Por  otro  lado,  aumentos  en  los  niveles  de  Ca2+ 
intracelular se han relacionado con un aumento de la generación de péptido amiloide (Querfurth y col., 1997) 
así como de  la hiperfosforilación de  la proteína tau  (Mattson y col., 1991). Un fenómeno que corrobora esta 
hipótesis es que se ha demostrado en células de neuroblastoma SH‐SY5Y que  las mutaciones familiares en  la 
presenilina 1  favorecen el aumento de calcio  intracelular al aumentar  la activación basal de PLC,  lo que, en 
definitiva, sensibiliza a la célula frente a estímulos apoptóticos (Cedazo‐Minguez y col., 2002).  
El  papel  de  los  receptores metabotrópicos  del  grupo  II  en  la  enfermedad  de  Alzheimer  es  todavía 
controvertido. Se ha propuesto que durante el desarrollo de esta enfermedad se producen disfunciones en el 
transporte y  la  liberación de glutamato que desembocan en un aumento de  la concentración extracelular del 
mismo. Por un  lado, se han detectado disfunciones en  los  transportadores de glutamato  (Scott y col., 2002; 
Jacob  y  col., 2007; Duerson  y  col., 2008),  así  como una disminución  en  la  captura del mismo por parte de 
astrocitos expuestos al péptido amiloide (Matos y col., 2008). Por otro lado, se ha demostrado la capacidad del 
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péptido  amiloide  para  estimular  la  liberación  de  glutamato  (Kabogo  y  col.,  2008).  Por  tanto,  es  razonable 
suponer que la activación de los receptores del grupo II y del grupo III, que inhiben de manera presináptica la 
liberación de glutamato,  resulte neuroprotectora,  como  ya  se había propuesto previamente en  la  literatura 
(Bruno y col., 1995b). Sin embargo, se ha observado de manera específica en neuronas hipocampales que se 
produce un aumento de  los  receptores mGlu2 durante  la enfermedad de Alzheimer que podría  suponer un 





los  receptores  metabotrópicos  del  grupo  II  en  la  superficie  neuronal  y  para  hacerlo  con  precisión  se 
necesitarían  experimentos  adicionales  que  arrojen  luz  sobre  el  papel  de  estos  receptores  en  neuronas 











corolario de esta hipótesis es que  los agonistas de  los grupos  II y  III, que disminuyen  la  cantidad de AMPc, 
deberían ejercer efectos beneficiosos sobre la viabilidad celular. Esto ha sido demostrado recientemente en el 
caso de los agonistas del grupo III, cuyo uso en neuronas corticales las protegía frente al daño celular producido 
por  la  exposición  al  péptido  amiloide mediante  el  bloqueo  de  las  vías  de  las  caspasas  (Zhao  y  col.,  2008). 
Debido a todos estos antecedentes es posible suponer que un aumento en  los receptores metabotrópicos de 
glutamato  del  grupo  III  en  neuronas  corticales  expuestas  a  βA25‐35  tendría  como  objetivo  fomentar  la 
supervivencia celular frente a un agente tóxico. 
En  cuanto  a  los  receptores de  adenosina,  se ha  expuesto  en  la presente Memoria que  en neuronas 
corticales expuestas a βA25‐35 se observa un aumento de  los receptores A1 y A2A con respecto a  las neuronas 
controles, este aumento  se observó a nivel de proteína en  la membrana plasmática  y a nivel de ARNm. En 
ensayos  funcionales se observó una sensibilización de  la vía de señalización principal del receptor A1  tras 24 
horas de exposición, sin variación de  la  funcionalidad del  receptor A2A. La diferencia observada entre ambos 






los  niveles  de  ARNm  de  los  correspondientes  genes  ya  estaban  aumentados,  mecanismos  de  regulación 
post‐transcripcionales pueden ser  los responsables de  los fenómenos observados. No obstante,  los aumentos 






presente Memoria, basado, por  lo general, en  la capacidad del receptor A1 de bloquear  la entrada de calcio, 
inhibiendo así  la  liberación de glutamato y evitando  la sobre‐excitación post‐sináptica. Previamente se había 
observado que se produce un aumento de los receptores A1 en cerebros de pacientes de Alzheimer (Angulo y 
col.,  2003;  Albasanz  y  col.,  2008),  aunque  estos  resultados  contradecían  trabajos  previos  realizados  con 
técnicas menos  sensibles  (Ulas  y  col.,  1993;  Deckert  y  col.,  1998).  Por  otro  lado,  en  ratones  transgénicos 
portadores de  la mutación sueca de  la proteína APP se observaron niveles elevados de  los  receptores A1 en 




aminorar  los efectos producidos por  los dos  rasgos anatomopatológicos característicos de  la enfermedad de 
Alzheimer (Angulo y col., 2003). Por un lado, la activación de los receptores A1 fomentaba la transformación no 
amiloidogénica  del  péptido  APP,  por  otro,  facilitaba  la  translocación  de  la  proteína  tau  fosforilada  al 
citoesqueleto, donde es menos probable que forme estructuras neurodegenerativas (Mandelkow y col., 1996). 
Estos  precedentes  convergen  en  el  hecho  de que  la  presencia de  un  número  elevado  de  receptores A1  en 




éxito  en  hipocampo  y  corteza  de  rata  (Cunha  y  col.,  1996),  células  gliales  de  rata  (Castillo  y  col.,  2007)  y, 
mediante  distintas  técnicas,  en  varias  regiones  cerebrales  del  cerebro  humano  incluida  la  corteza 
(Svenningsson y col., 1997;  Ishiwata y col., 2005; Albasanz y col., 2008). Por otro  lado, no existen  indicios de 
que  en  este  modelo  de  neurodegeneración  la  activación  de  los  receptores  A2A  pudiera  resultar 
neuroprotectora, más bien al contrario, dado que su activación produce la liberación de glutamato facilitando 








administraba  βA25‐35  de  forma  intracerebroventricular  (Dall'Igna  y  col.,  2007).  Experimentos  adicionales 
demostrarían que el bloqueo de estos receptores no afecta a las alteraciones generales de la memoria (como 
las observadas por ejemplo mediante el empleo de bloqueantes del sistema colinérgico como la escopolamina) 




receptor  A2A  en  hipocampo  de  ratones  transgénicos  de  la  proteína  APP  (Arendash  y  col.,  2006)  así  en 
hipocampo de pacientes de Alzheimer (Angulo y col., 2003). Si unimos los aumentos observados en los niveles 
del  receptor  A2A  con  las  propiedades  neuroprotectoras  de  los  antagonistas  de  estos  receptores  se  puede 
concluir  que  el  aumento  del  receptor  A2A  observado  en  neuronas  corticales  como  consecuencia  de  una 
exposición  prolongada  al  péptido  amiloide  es  un  rasgo  patológico  originado  por  unas  condiciones  de 
neurotoxicidad  elevadas  aunque,  como  se ha  expuesto,  la  respuesta  celular desencadenada  a  tiempos más 
cortos sea el aumento del receptor A1, cuyo carácter neuroprotector ya ha sido discutido con anterioridad. 
Ya se ha comentado en la presente Memoria la relación entre los factores de transcripción CREB y CREM 
y  la  supervivencia  celular. En  los  resultados presentados  se observa una disminución en  la  transcripción de 
estos factores tras la exposición al péptido amiloide. Según estudios previos, existe una fosforilación reducida 
de  CREB  en  cerebros  de  pacientes  de  Alzheimer  (Yamamoto‐Sasaki  y  col.,  1999)  así  como  en  ratones 
transgénicos que expresaban APP humano  (Dineley y col., 2001),  la cual era producida por deficiencias en  la 
activación de la quinasa ERK como consecuencia de la oligomerización del péptido amiloide (Ma y col., 2007). 
De hecho,  se ha planteado que  la  recuperación de  la  fosforilación de CREB pueda  ser una  señal de que  la 
aplicación de un determinado compuesto sea neuroprotector frente a la acción tóxica del péptido amiloide (Xu 
y col., 2007b). Debido a estas evidencias, se ha propuesto que compuestos capaces de aumentar los niveles de 
AMPc  podrían  tener  resultados  cognitivos  positivos  en  la  enfermedad  de  Alzheimer  así  como  en  otras 
enfermedades neurológicas (revisado por De Felice y col., 2007). Estos antecedentes bibliográficos corroboran 







βA25‐35  sufren  procesos  de  muerte  celular  apoptótica  dependientes  de  la  concentración  y  del  tiempo  de 
exposición. No  obstante,  se observa  que, por  encima  de  las  6  horas  de  exposición,  el  daño  producido  por 





2008),  lo que podría explicar esta parcial  invulnerabilidad de algunas células gliales  frente a  la exposición al 
péptido amiloide  (Takadera y col., 1993). Las células gliales mantienen  la plasticidad neuronal y  fomentan  la 
recuperación funcional del cerebro frente a enfermedades o agentes tóxicos, por estos motivos es importante 
el estudio de  las  células gliales expuestas al péptido amiloide,  ya que disfunciones de estas  células pueden 




mediante ensayos de unión de  radioligandos, un  aumento  global de  los  receptores metabotrópicos, el  cual 
podría atribuirse al aumento en la densidad de los receptores metabotrópicos del grupo III, ya que, mediante 
inmunofluorescencia, se ha observado una disminución del subtipo mGlu1 sin variación de los receptores mGlu5 
y mGlu2,3. Ha  sido  comentado  con  anterioridad  la  controversia  existente  acerca  del  empleo de  agonistas  o 
antagonistas  de  los  receptores  metabotrópicos  del  grupo  I  en  modelos  de  neuroprotección  frente  a  la 
exposición del péptido amiloide in vitro. Si suponemos que los efectos observados a nivel de la expresión de los 







en varios modelos de  toxicidad neuronal por exposición al péptido amiloide. A  la  luz de estos  trabajos sería 
posible también especular que la disminución observada en los receptores mGlu1 podría considerarse como un 
movimiento  defensivo  ante  una  posible  sobre‐estimulación  del  sistema  de  liberación  de  calcio  del  retículo 
endoplásmico  mediado  por  estos  receptores.  Para  corroborar  esa  hipótesis  deberían  comprobarse  los 
mecanismos por  los cuales disminuye  la expresión de  los receptores mGlu1 en  la membrana plasmática pero 
resulta  inalterada  la de  los mGlu5. Sin embargo, se ha descrito también que  la estimulación de  los receptores 





Elevados niveles de glutamato podrían alcanzarse de varias maneras. Por un  lado, por  las disfunciones en  los 
transportadores de glutamato que aparecen como consecuencia de la exposición al péptido amiloide. En este 
sentido,  se  ha  comentado  con  anterioridad  las  disfunciones  observadas  en  el  transportador  EAAC1, 
transportador de glutamato presente en  las células C6, en pacientes de Alzheimer (Duerson y col., 2008). Por 
otro lado, se ha demostrado que este transportador se inhibe por la presencia del péptido amiloide (Gu y col., 
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Ya  fueron  comentados en el  apartado  anterior  algunos  trabajos que exponían  los efectos neuroprotectores 





efectos neuroprotectores de  la activación de  los receptores metabotrópicos del grupo  III no requieren de un 
componente glial, basándose en la incapacidad de L‐AP4 de disminuir la toxicidad por NMDA en cultivos mixtos 
al ser aplicado el agonista 10 minutos antes que el agente tóxico, aunque, como los propios autores reconocen, 




metabotrópicos del grupo  III  resulta neuroprotector en varios modelos de neurotoxicidad, el aumento de  la 
presencia de estos receptores en la membrana plasmática puede ser igualmente neuroprotector. 





















observa que  justo  cuando  los niveles de este  receptor  son más elevados es  cuando  las  células C6  son más 
vulnerables  a  la  toxicidad  por  βA25‐35, mientras  que,  según  desciende  la  densidad  del  receptor  A2A  en  la 
superficie celular, el efecto tóxico del péptido no aumenta sino que parece estabilizarse, lo que corroboraría el 
papel  nocivo  de  la  activación  del  receptor  A2A.  Aún  así,  la  teoría  aquí  expuesta  sólo  demuestra  que  los 
receptores de adenosina están relacionados con la producción del precursor del péptido amiloide en astrocitos 
pero,  dado  que  las  células  C6  también  producen  esta  proteína  y  son  capaces  de  procesarla  hasta  llegar  al 
péptido amiloide (Morato y Mayor, 1993), es posible que exista una relación más directa entre los receptores 
estudiados en la presente Memoria y el procesamiento del péptido amiloide en células C6. 
En cuanto a  los efectos observados sobre  la  transcripción de  los  factores CREB y CREM en células C6 
expuestas al péptido amiloide, éstos dependen del  tiempo de exposición a  βA25‐35, observándose a  tiempos 
cortos una disminución de  su expresión,  la  cual  aumenta  con el  tiempo para  volver  a  la  situación basal de 
expresión a las 48 horas. Existe un estudio previo en células C6 que demuestra que la actividad del factor CREB 
aumenta  como  consecuencia de  la  exposición  a  βA25‐35 durante 18 horas  (Ayasolla  y  col., 2004). Aunque  el 
tiempo de  ensayo no  coincide  con  los  empleados  aquí,  corrobora parcialmente  los  resultados presentados. 
Dada la relación entre la función de estos factores de transcripción y la viabilidad celular es posible establecer 
una  correlación hipotética entre  la  actividad  transcripcional de  los mismos  y  la muerte neuronal observada 
como  consecuencia de  la  exposición  al péptido  amiloide,  siempre  que  sea  válida  la  suposición de que una 






no  aumenta,  sino  que  se mantiene,  lo  cual  está  acompañado  por  un  aumento  de  la  expresión  de  ambos 
factores. En el último tiempo de estudio se observa que los niveles de expresión de estos factores son similares 
al  control,  mientras  que  el  efecto  nocivo  del  péptido  amiloide  tampoco  aumenta.  Existen  otros  hechos 
experimentales que respaldan esta hipótesis, por ejemplo, se ha demostrado recientemente que en células C6 
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un  aumento  en  la  fosforilación  de  CREB  supone  una  mayor  producción  de  GDNF  (glial  cell  line‐derived 
neurotrophic  factor)  (Hisaoka  y  col.,  2008),  una  molécula  implicada  en  el  desarrollo,  funcionalidad  y 
regeneración  del  sistema  nervioso  (revisado  por  Paratcha  y  Ledda,  2008).  Además,  en  otros  sistemas  la 
activación de CREB produce  la proliferación de células progenitoras  (Peltier y  col., 2007). En cualquier  caso, 
dado que la lista de genes controlados por el factor CREB supera los 100 (revisado por Mayr y Montminy, 2001) 






En  este  capítulo  se ha descrito  el  efecto que  ejerce un potente  agente oxidante  sobre  las neuronas 
corticales  in vitro. Además de  la disminución en  la viabilidad  celular, dependiente de  la  concentración y del 
tiempo de exposición, se ha comprobado el efecto del daño oxidativo en  la modulación de  los receptores de 




reactivas  de  oxígeno,  las  cuales  emularían  la  liberación  de  radicales  libres  observadas  en  determinadas 









en  cultivos  de  7‐8  DIV  (Yu  y  col.,  2008),  donde  se  observó  que  la muerte  celular  era  dependiente  de  la 
concentración  de  H2O2  empleada.  Según  los  experimentos  realizados  por  Nakamichi  y  colaboradores 
(Nakamichi y  col., 2005), en neuronas  corticales a 3  y a 9 DIV,  la muerte  celular producida por el H2O2 era 
apoptótica y dependía de la concentración pero no del tiempo de exposición. Esta diferencia con los resultados 








Ya se ha comentado con anterioridad el papel que desempeña  la  familia de  factores de  transcripción 
CREB y CREM en el mantenimiento de  la supervivencia celular. Además, el factor CREB resulta activado al ser 
fosforilado por  la quinasa Akt, cuya señalización también se considera neuroprotectora (Walton y Dragunow, 
2000). Se ha propuesto que un  factor  importante en  la patogénesis de enfermedades priónicas puede ser el 
estrés oxidativo  (Freixes  y  col., 2006). Además, en pacientes de  la enfermedad de Creutzfeldt‐Jakob  se han 




En  los resultados expuestos en  la presente Memoria, se ha constatado que  la exposición de neuronas 
corticales a H2O2 produce un aumento en la cantidad de los receptores metabotrópicos de glutamato presentes 
en la superficie celular, la cual va acompañada de un aumento en la afinidad de los mismos por su ligando. Esto 
parece  indicar  una  mayor  “avidez  celular”  por  la  señal  mediada  por  los  receptores  metabotrópicos  de 





programada  (Spillson y Russell, 2003). Por otro  lado,  también se ha descrito en  la presente Memoria que el 
aumento en  la cantidad de receptores metabotrópicos es debido, al menos en parte, al aumento del número 
de  receptores mGlu1  y mGlu2,3, pero  no  al  subtipo mGlu5,  demostrando, una  vez más,  la  gran  variedad  de 
eventos  reguladores  que modulan  la  expresión  de  los  distintos  subtipos  de  receptores metabotrópicos  de 
manera  específica,  ya  que,  receptores  con  funciones  similares,  como  es  el  caso  de  los  receptores mGlu1  y 
mGlu5, resultan modulados de forma diferente ante un mismo estímulo. 
Este fenómeno de regulación diferencial de los receptores mGlu1 y mGlu5 fue observado en un modelo 
de  estrés  oxidativo  inducido  por  la  eliminación  de  cistina  del  medio  en  cultivos  primarios  de  neuronas 
corticales (Sagara y Schubert, 1998), en el cual se observaba que las condiciones de estrés oxidativo ensayadas 




que, en cultivos primarios de corteza de rata, el empleo de  (S)‐DHPG, agonista del grupo  I de  los receptores 
metabotrópicos de glutamato, puede mitigar el daño celular ocasionado como consecuencia de la exposición a 








la disminuía, resultando por tanto  los primeros beneficiosos y  los segundos perjudiciales para  la viabilidad de 
las células del hipocampo (Saransaari y Oja, 2008). Sin embargo, el papel de los receptores del grupo II parece 
depender del tipo celular así como de la especie estudiada, ya que, según un estudio realizado por Moldrich y 
colaboradores,  los  agonistas del  grupo  II no  eran  capaces de mitigar  el daño producido por  varios  agentes 
tóxicos, entre ellos H2O2, en células de corteza, de estriado y granulares de ratón (Moldrich y col., 2001).  
El aumento de  los subtipos mGlu1 y mGlu2,3, cuyo potencial neuroprotector ya ha sido comentado, se 









mGlu  del  grupo  I  podría  afectar  a  la  expresión  o  actividad  de  proteínas  requeridas  para  mantener  la 
homeostasia celular en condiciones de estrés. El mismo papel antioxidante ha sido adjudicado a los receptores 
metabotrópicos del grupo II (para revisión ver: Anjaneyulu y col., 2008). Dado el elevado número de procesos 
de  señalización  con  los  que  están  relacionados  los  receptores  metabotrópicos  de  glutamato  como,  por 
ejemplo,  procesos  de  fosforilación/desfosforilación,  interacciones  proteína‐proteína  o  trans‐activación  de 
genes  (para  revisión ver Conn y Pin, 1997; Michaelis, 1998), serían necesarios experimentos adicionales que 
confirmaran cuál de estas diversas  funciones es  la encargada de  la neuroprotección en situaciones de estrés 
oxidativo. 
Según los resultados presentados, en células corticales in vitro se ha observado que el estrés oxidativo 
produce  un  aumento  de  los  receptores A1  en membrana  y  una  disminución  de  los  A2A,  sin  observarse,  en 
ninguno  de  los  dos  casos,  variaciones  en  la  expresión  de  los  correspondientes  genes.  Por  otro  lado,  el 
incremento  del  receptor  A1  viene  acompañado  de  una  potenciación  en  su  vía  de  transducción  principal, 
mientras que el descenso de A2A también supone una disminución en la funcionalidad de este receptor. 
La adenosina, actuando a través de sus receptores, es capaz de modular el daño en los tejidos así como 
participar  en  la  reparación  de  los  mismos  (para  revisión  ver  Fredholm,  2007).  Se  ha  comentado  con 
anterioridad el efecto neuroprotector que ejercen los agonistas del receptor A1, así como los antagonistas del 
receptor  A2A,  en  otros modelos  de  toxicidad  celular.  Ya  en  1995  se  determinó  que  la  adenosina  liberada 
durante la hipoxia bloqueaba los efectos mecánicos y metabólicos que inducía la exposición a H2O2 en corazón 
de rata y lo hacía, al menos en parte, a través de los receptores A1 (Hara y Abiko, 1995). Además, la activación 




mediante  el  empleo  de  cisplatinio,  un  agente  quimioterapéutico  que  produce  neurotoxicidad  como  efecto 
secundario. La administración de cisplatinio producía en cóclea un aumento de los receptores A1, el cual, según 
Ford  y  colaboradores,  podría  representar  un  mecanismo  de  compensación  destinado  a  contrarrestar  los 




lesiones  inducidas  como  consecuencia  de  un  aumento  de  la  cantidad  de  radicales  libres  en  cortes  de 
hipocampo  (Almeida  y  col.,  2003). Más  recientemente,  ha  sido  demostrado  que,  en  células  granulares,  el 
empleo  de  agonistas  del  receptor  A1  y  de  antagonistas  del  receptor  A2A  disminuía  el  daño  oxidativo 
desencadenado por H2O2 (Fatokum y col., 2007). Por otro lado, el empleo de ligandos del receptor A2A resulta 
más prometedor a  la hora de desarrollar terapias neuroprotectoras ya que,  la eficacia de  la activación de  los 
receptores  A1  podría  resultar  disminuida  debido  a  una  activación  concomitante  de  los  receptores  NMDA 
(Stone, 2005). Se ha demostrado que los metabolitos de la cafeína producen la inhibición de la enzima PARP‐1 
(poli(ADP‐ribosa)  polimerasa  1)  (Geraets  y  col.,  2006),  cuya  activación  se  relaciona  con  la  fisiopatología  de 
varias enfermedades. Dado que, en condiciones fisiológicas,  la acción principal de  la cafeína es el bloqueo de 
los  receptores  A2A  (Fredholm  y  col.,  2007),  es  razonable  suponer  que  una  de  las  vías  por  las  que  los 










exposición se detectó un  incremento de  la expresión del gen codificante para  la caspasa 3. Estas células han 
sido empleadas con anterioridad por otros grupos de  investigación en  los últimos años como modelo para el 
estudio  del  daño  oxidativo  producido  por  la  exposición  a  H2O2.  Así,  se  determinó  que  la muerte  celular 










De forma similar a  lo descrito en el caso de neuronas corticales,  la exposición de  las células C6 a H2O2 
produce una  regulación diferencial de  la expresión de  los  receptores metabotrópicos de glutamato. En este 
caso,  la  regulación observada  resulta más  llamativa debido al hecho de que  los principales  subtipos que  se 
modulan  como  consecuencia  del  estrés  oxidativo  se  encuentran  englobados  dentro  del  mismo  grupo  de 
receptores  metabotrópicos,  siendo  por  tanto  sus  funciones  similares,  y,  sin  embargo,  su  modulación  se 
produce en sentidos diferentes, resultando aumentada  la expresión de mGlu1 y disminuida  la de mGlu5. Esta 
regulación selectiva de  los receptores ya se ha observado con anterioridad en otros  trabajos, además de  los 
comentados  en  el  apartado  anterior,  y  sin  embargo  esta  es,  hasta  la  fecha,  la  primera  descripción  de  un 
comportamiento aparentemente antagónico de dos  receptores metabotrópicos del mismo grupo estudiados 
en  el  mismo  sistema.  Este  hecho  representa  un  nuevo  ejemplo  de  la  versatilidad  de  los  receptores 
metabotrópicos de glutamato para desencadenar procesos de neuroprotección mediante  la regulación de su 
expresión de  forma diferente, en  función del estímulo  tóxico, así como del  tipo celular del estudio. Por otro 
lado,  una  familia  de  proteínas  implicada  en  la  función  y  expresión  de  los  receptores  metabotrópicos  de 
glutamato, las GRK, en concreto las del subtipo 2, resultan disminuidas en células C6 como consecuencia de la 




mismas  no  estudiadas  hasta  la  fecha,  podrían  explicar  las  diferencias  observadas  en  la  expresión  de  los 
subtipos de receptores del grupo I en este modelo. 
Fenómenos de regulación similares se han observado en otros sistemas. Así, en células HT22, una línea 




experimentos  se demostró que  los  receptores del grupo  I mantenían  los niveles de glutation  constantes en 
estas condiciones y para ello era necesaria  la activación de  la PKCα. Otros autores proponen que cuando en 
enfermedades  neurodegenerativas  se  observan  regulaciones  al  alza  de  los  receptores  metabotrópicos  en 
células gliales, estas  regulaciones  conllevan, generalmente, un aumento en  la  capacidad de estas  células de 




resumen,  se  podría  citar  un  trabajo  de  Bruno  y  colaboradores  que  propone  que  esta  variabilidad  en  la 
respuesta de  los receptores metabotrópicos frente a agonistas y antagonistas sea debida a que  la función de 








con procesos neurotóxicos durante  la excitotoxicidad,  sin embargo es bien  conocida  la  función esencial del 
calcio en la fisiología celular. En este sentido, niveles elevados de calcio pueden activar determinadas quinasas, 
como  calmodulina  quinasa,  PKC,  PKA  o  las  MAP  quinasas,  y  fosfatasas  (para  revisión  ver  Finkbeiner  y 
Greenberg., 1998),  claves para  la  función  celular  e  implicadas  además  en procesos de neuroprotección. De 
hecho,  se  conoce que  la acción neuroprotectora de  los estrógenos  se debe al  incremento de  los niveles de 
calcio  intracelular  (Sarkar  y  col.,  2008).  Como  ya  se  ha  apuntado  anteriormente,  se  ha  observado  que  la 
neuroprotección en el modelo de C6 depende de la activación de PKCα, proteína incluida en la subfamilia PKC 
clásica o  convencional que  requiere de  la presencia de  calcio, entre otros  factores, para  su activación  (para 
revisión  ver Martiny‐Baron  y  Fabbro,  2007).  Otros  trabajos  también  apoyan  la  hipótesis  de  que  en  estas 
condiciones  el  aumento  de  calcio puede  resultar  neuroprotector  o,  al menos, no  es  la  causa  de  la muerte 
celular observada en  células C6. Así, al  transfectar  varias  conexinas en  células C6, entre  cuyas  funciones  se 
incluye la de estabilizar la homeostasia del calcio disminuyendo así la vulnerabilidad celular al estrés oxidativo 
(Blanc y col., 1998; Andrade‐Rozental y col., 2000), se dedujo que no era necesaria la capacidad de las mismas 
de formar gap  junctions para reducir  la toxicidad del H2O2  (Lin y col., 2003), sino que el efecto protector era 
debido a mecanismos de señalización  intracelular (Giardina y col., 2007), es decir, no era necesario disminuir 
los aumentos observados en los niveles de calcio para observar una mejoría en la viabilidad celular. 
Las características neuroprotectoras de  la activación de  los receptores A1 así como del bloqueo de  los 
receptores A2A han sido discutidas ampliamente en la presente Memoria. Sin embargo, en células C6 expuestas 
a la acción tóxica del peróxido de hidrógeno se ha observado que el estrés oxidativo produce un incremento de 
la expresión de  los  receptores A1 y A2A, cuyas acciones  transcurren, en principio, de manera antagónica. Por 
otro lado se ha realizado el estudio de los niveles de la enzima AC I. Esta enzima se eligió debido a su relación 
con los receptores de adenosina, por ser la isoforma de la AC específica de tejido neuronal (Xia y col., 1993) y 
por  haber  estado  implicada  en  varios modelos  de  aprendizaje  y  adaptación  celular  (revisado  por Mons  y 
Cooper, 1995). El posible carácter neuroprotector de  la activación de  los receptores A2A ya se adelantó en el 
apartado anterior. En relación con el efecto tóxico del H2O2, se observó que la activación de los receptores A1 y 
A2A  en  osteoblastos  inmortalizados  contrarrestaba  dicho  efecto  (Fatokum  y  col.,  2006).  La  activación  del 
receptor A2A ya había mostrado previamente un efecto mitogénico en células endoteliales venosas de cordón 
umbilical, a través de la activación de las MAP quinasas (Sexl y col., 1997). En células HK‐2 de túbulo proximal 
humano  se propuso que  la protección  frente a H2O2 por  la activación de  los  receptores A1  se producía por 
activación de la PKC a través de una proteína Gi/o mientras que la protección observada por la activación de los 
receptores A2A  se producía por  la  ruta de  señalización dependiente de AMPc  y  activación de  la PKA  (Lee  y 
Emala, 2002). Además,  estos  autores demuestran que  la  activación de A2A produce una  recuperación de  la 
función de CREB  y proponen que  esta  recuperación  se  traduce  en una mejoría  en  la  viabilidad  celular. Por 




receptores A2A protegía del daño originado por  la privación de suero,  lo que, a su vez, aumentaba  las ROS en 














Este  estudio  es  el  primero  en  examinar  la  expresión  de  los  ARNm  de  los  diferentes  receptores  de 
adenosina y en cuantificar de  los receptores A1 y A2A en cerebro de ratones SAMR1 y SAMP8. Los resultados 
expuestos en la presente Memoria demuestran que en los ratones SAMR1 ocurre una pérdida de receptores A1 
relacionada  con  la  edad,  asociada  a  un  incremento  en  la  en  la  expresión  génica  del mismo,  lo  que  podría 
considerarse un mecanismo compensatorio para evitar la pérdida de receptor a nivel de membrana plasmática, 










En  función de  la especie,  la  cepa  y  la edad estudiada han  sido descritos  cambios morfológicos en el 
cerebro durante el proceso de envejecimiento. Los cambios en  los receptores A1 y A2A de adenosina y en su 









de  edad  (Pagonopoulou  y Argelatou,  1992). Más  recientemente,  ha  sido  confirmado,  también  en  ratón,  la 
pérdida  de  receptores  A1  en  varias  estructuras  corticales  y  subcorticales  implicadas  en  el  papel 





edad  con  respecto  a  las  de  6  semanas,  sin  embargo,  se  observaba  una  tendencia  decreciente  en  estriado 





resultados anteriores  (Lopes y  col., 1999a). Estos estudios  sugieren que,  con  la edad y, por  lo menos, en  la 
corteza  cerebral,  el balance entre  la  acción  inhibidora de  los  receptores A1  y  la  acción  estimuladora de  los 
receptores A2A se desplaza hasta estos últimos. 
Los  resultados  expuestos  en  ratas Wistar  se  correlacionan  bien  con  los  publicados  previamente  por 
Cunha y colaboradores, según los cuales la densidad de receptores A1 en ratas de 24 meses disminuía un 33% 
en hipocampo y un 60% en corteza cuando se comparaba con ratas de 6 semanas, sin cambios aparentes en la 
KD  (Cunha y col., 1995). Por otro  lado,  también se observó una disminución en  la unión de DPCPX  tritiado a 
membranas hipocampales en ratas viejas con respecto a  las  jóvenes (Sperlágh y col., 1997). Un estudio de  la 

















las  preparaciones  de  ratas  jóvenes  (Sperlágh  y  col.,  1997;  Cunha  y  col.,  2001a).  Además,  los  niveles 
extracelulares  de  adenosina  en  cerebro  basal  son  más  elevados  en  animales  viejos  que  en  jóvenes 
(Murillo‐Rodriguez y col., 2004), lo que podría deberse a un incremento en la actividad de 5’‐nucleotidasas con 
la  edad  (Cunha  y  col.,  2001a;  Mackiewicz  y  col.,  2006).  También  en  el  hipocampo  aumenta  el  nivel  de 
adenosina en el líquido extracelular, asociado con una regulación a la baja y una disminución de la respuesta de 
los receptores A1 presinápticos (Spelágh y col., 1997). Por otro lado, se ha propuesto que estos niveles elevados 
de  adenosina  podrían  producir  una  activación  tónica  de  los  receptores  A1  que  aminorara  la  pérdida  de 
funcionalidad  de  estos  receptores  detectada  con  la  edad  (Sebastião  y  col.,  2000).  Debido  a  todos  estos 
antecedentes, es razonable postular que elevados niveles de adenosina pueden ser responsables de la pérdida 
con la edad de receptores A1 en ratones SAMR1. 
Al  contrario  de  los  resultados  obtenidos  a  nivel  de  ARNm  en  la  presente  Memoria,  se  describió 
previamente una disminución en  los niveles de ARNm del  receptor A1 en corteza de  ratas macho viejas con 
respecto a las jóvenes, empleando la técnica de Northern blot (Cheng y col., 2000). Este trabajo contrasta con 
los resultados mostrados empleando la técnica de PCR a tiempo real con homogenados de cerebro, donde se 
detectaba un  incremento de  la cantidad del ARNm codificante para el receptor A1 con  la edad en  los ratones 
SAMR1, lo que podría entenderse como un mecanismo de compensación frente a la pérdida de receptor A1 a 
nivel de la membrana plasmática posiblemente inducida por elevados niveles de adenosina. En cualquier caso, 
estos mecanismos  no  se  detectan  en  los  ratones  SAMP8,  donde  un  nivel más  bajo  de  receptor  A1  no  se 




que producen un exceso de proteína APP en el hipocampo  y, en  las últimas etapas de  su  vida, desarrollan 
placas amiloides (Morley y col., 2000). Por último, se ha descrito que los niveles de APP y  péptido amiloide en 
ratones SAMP8 de 12 meses de edad eran más elevados, en torno al doble, que  los encontrados en ratones 
SAMP8  de  4 meses  de  edad,  los  cuales  se  traducían  en  severos  déficits  de  aprendizaje  y memoria.  Estos 
problemas de aprendizaje y memoria podían  revertirse mediante  terapia con anticuerpos o oligonucleótidos 
antisentido  contra  β‐amiloide  (Kumar  y  col.,  2000; Morley  y  col.,  2000).  Por  este motivo,  la  cepa  SAMP8 
representa  un  modelo  de  deterioro  cognitivo  dependiente  de  la  deposición  del  péptido  amiloide  con  el 
envejecimiento (para revisión ver Pallàs y col., 2008). 
La  pérdida  de  receptores  A1  descrita  en  estos  animales  podría  estar  relacionada  con  los  niveles 
anormalmente elevados de péptido amiloide descritos en este modelo de envejecimiento, los cuales, por otro 
lado,  son  característicos  de  la  enfermedad  de Alzheimer.  Sin  embargo,  por  un  lado,  no  existen  referencias 
bibliográficas que aporten datos acerca de los niveles de péptido amiloide en animales de tan solo 3 semanas 
de edad, en los cuales ya se apreciaba una pérdida significativa de receptores A1 con respecto a los SAMR1 de 





receptores  A1  ya  en  las  primeras  etapas  de  la  enfermedad  que  se mantenía  con  el  progreso  de  la misma 






Alzheimer  se  han  encontrado  niveles  de  adenosina  endógena menores  que  podrían  explicar  el  incremento 
detectado en  la  cantidad de  receptores A1 en cerebros de estos pacientes  (Selley, 2004). Además,  la propia 
adenosina,  y  agentes  farmacológicos  que  aumenten  sus  niveles  extracelulares  han  sido  propuestos  como 







que el  contenido de aspartato y alanina  fue más bajo  (Nomura y Okuma., 1999; Kitamura y  col., 1992). De 
acuerdo  con  esto,  el  valor  de  unión máxima  de  la  unión  de  [3H]dizocilpina,  un  inhibidor  de  los  receptores 
NMDA, en membranas corticales se encontraba disminuido con  la edad en  los ratones SAMP8 pero no en  los 
SAMR1 (Kitamura y col., 1992). Además, la unión de [3H]MK‐801 en hipocampo a los receptores NMDA también 
se encontraba disminuida en ratones SAMP8 con respecto a  los SAMR1, lo que  indicaba que  las funciones de 
los receptores NMDA podrían ser deficientes en este modelo de envejecimiento acelerado, lo que podría, a su 
vez,  estar  relacionado  con  el  envejecimiento  acelerado  y  los  déficits  de  aprendizaje  y memoria  de  estos 
animales (Kitamura y col., 1992; Nomura y col., 1997). Esta disminución en los receptores NMDA en los ratones 
SAMP8 con la edad, que ya había sido previamente descrita (Zhao y Nomura, 1990), es importante debido a la 




un  trabajo  de  este  grupo  de  investigación  en  el  que  se  describió  la  disminución  de  los  receptores 
metabotrópicos  de  glutamato  en  la  corteza  cerebral  de  pacientes  de  la  enfermedad  de  Lewy  en  su  forma 
común  y  de  Alzheimer  (Albasanz  y  col.,  2005).  Por  otro  lado,  la  adenosina  actúa  como  una  sustancia 






En resumen, en  los ratones SAMR1 se observaron  los mismos cambios relacionados con  la edad en el 
estudio  de  los  receptores A1  que  los  observados  en  ratas,  aunque,  en  los  ratones,  el  descenso  descrito  se 
producía  a  edades más  tempranas. Además,  en  cerebros de  ratones  SAMP8  jóvenes  ya  se  encontraba una 
pérdida  significativa  de  los  receptores  A1,  los  cuales  se  encontraban  a  niveles  incluso  menores  que  los 































estos receptores, aunque no se encuentra relacionada con  la capacidad de  los mismos de modular  los 
niveles de calcio  intracelulares. Los  receptores A1 y A2A  también  se  regulan al alza en  las condiciones 




número  de  receptores  metabotrópicos  totales,  una  disminución  de  los  receptores  mGlu1  y, 
probablemente,  un  aumento  de  los  receptores metabotrópicos  del  grupo  III,  pudiendo  estar  ambos 
efectos  relacionados  con  la  elevada  resistencia  de  estas  células  frente  a  la  excitotoxicidad.  En  estas 
condiciones, se observa una regulación opuesta de los receptores de adenosina, al alza los A1 y a la baja 
los  A2A,  así  como  de  sus  vías  de  señalización,  lo  que  se  podría  corresponder  con  las  funciones 
antagónicas de estos receptores. 
4. La hipoxia moderada produce muerte celular apoptótica en neuronas corticales. Como consecuencia de 
la disminución de oxígeno  los  receptores metabotrópicos mGlu1, mGlu5 y mGlu2,3 y  los  receptores A1 
aumentan  su  expresión  en membrana plasmática,  debido  probablemente  a  su  papel  neuroprotector 
ante este estímulo. Por otro  lado,  los  receptores A2A disminuyen su presencia durante estos procesos 
debido probable a que su activación pueda desempeñar un papel nocivo. 




6. La  adenosina  mimetiza  el  efecto  de  la  hipoxia  moderada  sobre  la  regulación  de  los  receptores 
estudiados. 
7. La exposición de neuronas corticales al péptido amiloide  resulta  tóxica, desencadenando procesos de 
apoptosis. En este modelo  se detectan niveles de  receptores mGlu del grupo  I aumentados y  los del 












9. El  agua  oxigenada  produce  muerte  celular  en  neuronas  regulando  los  receptores  estudiados.  Los 
receptores mGlu1 y mGlu2,3 aumentan en este modelo, potenciándose sus vías de señalización, mientras 






se  comportan  como  las  ratas Wistar, observándose una pérdida de A1  con  la edad. Sin embargo,  los 
SAMP8 presentan receptores A1 disminuidos a edad muy temprana, equiparándose a los SAMR1 viejos, 
sin  observarse  la  progresión  con  la  edad mencionada.  Por  otro  lado,  los  ratones  SAMP8  tampoco 
presentan  la regulación de  los receptores A2A esperada con  la edad, con valores similares a  los de  los 
SAMR1 jóvenes, los cuales aumentan en los SAMR1 viejos. 
 
En  esta  Memoria  se  ha  pretendido  estudiar  la  implicación  de  los  receptores  metabotrópicos  de 
glutamato  y  de  adenosina  en  los  mecanismos  de  muerte  celular  relacionada  con  enfermedades 
neurodegenerativas tomando como modelos celulares uno neuronal y otro de glía. Dicha  implicación ha sido 
demostrada  puesto  que  tales  receptores  se  modulan  por  estímulos  tóxicos.  Aunque  el  sentido  de  la 
modulación parece depender del tipo de estímulo tóxico y del tipo celular estudiado, en general se observa un 
incremento  de  los  receptores  A1  de  adenosina  y  de  algunos  subtipos  de  receptores mGlu  en  los modelos 
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debíais estar,  la culpa es sólo mía, de mi mala memoria o de mi  ingratitud, aunque yo se  la atribuiré a algún 
error informático, que por lo visto están de moda últimamente. Además, pido disculpas a los que sí aparecen 
pero  por  causa  de mi  torpeza  empleando  la  lengua  de  Cervantes  no  he  sabido  plasmar  en  palabras mis 
sentimientos,  es  que  se  me  ha  quedado  metido  en  la  cabeza  lo  de  que  “el  glutamato  es  el  principal 
neurotransmisor excitador en el SNC” y ya no me sale otra cosa. 
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independientemente del grupo en el que hayan trabajado, porque la verdad sea dicha, no sé qué tendrá este 








cultivos primarios aunque, según creo, ellos ni se  lo  imaginaban, y a Forges, que me ha prestado su  ingenio 





agradeceros  los buenos momentos  compartidos y el poder  seguir  contando con vuestra amistad. A Antonio 
Manuel y Abel no tengo palabras para agradeceros lo bien que me lo hacíais pasar en la biblioteca, con amigos 
como  vosotros  ya podrían durar  las  carreras 15  años que no  se  iban a hacer  largas. Por  cierto Antonio ahí 













Cómo  no  agradecer  a  las  personas  que  convivieron  conmigo  el  primer  año  que me marché  de  casa 
Pedro, Rober, Chorr  y  Feli  y empezaron  a hacer de Ciudad Real, más que  el  sitio donde pasaba  la  semana 

















me han obligado a  sobreponerme a  la adversidad.  ¿Qué  tal Alberto? Pues nada, aquí  sangrando,  como me 












para  lo  que  quieras. A mis  abuelos Numancia,  Juliana,  Juan  y Vicenta,  que  a  estos  sí  que  les  tocó  vivir  en 
tiempos difíciles y todavía tuvieron tiempo y fuerza para formar sus propias familias y sacarlas adelante y, todo 
ello, sin renunciar a sus ideales lo que, los que vinimos detrás no sabemos agradecer lo suficiente. Me gustaría 
hacer este agradecimiento más patente en el caso de Juan y Vicenta, que me criaron como su cuarto hijo y así 
me siguieron tratando el resto de mi vida. Al resto, muchas gracias a todos. 
Por último, sólo me queda agradecer el apoyo y ayuda de mi pequeña familieja. A Kimi, que me ha visto 
escribir este tochazo casi sin parpadear, principalmente porque se tiraba el 90% del tiempo roncando como un 
oso, y me ha dado más cariño en su año de vida que muchos humanos en lo que llevo de la mía. Y a Gema, por 
tantas y tantas cosas que tendría que escribir otras 281 páginas más para poder agradecértelo todo, que no es 
por no escribirlas, que sabes que si hay que escribirlas se escriben, pero vendrían a decir que me hace muy feliz 
que compartas tu vida conmigo y me apoyes en todo, sobre todo en el rollo este de la Ciencia, que yo entiendo 
que para los ajenos al negocio estas pasiones son difíciles de entender. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


